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(57) Abstract 

An HIV-1 type (or subtype) O retrovirus protein, or a natural 
or synthetic polypeptide or peptide including at least a part erf said 
protein, which is capable of being recognised by antibodies isolated 
from a serum resulting from infection by an HIV-1 type O VAU strain 
or an HIV- 1 type (or subtype) O DUR strain. 

(57) Abregl 

L'invention conceme une proline de retrovirus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O, ou polypeptide ou peptide naturel ou syntheuque 
comprenant au moins une partie de ladite proline, susceptible d'etre 
reconnue par des anticorps isolables a partir de s^rum obtenu suite a 
une infection par une souche VIH-1 groupe O VAU. ou une souche 
VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR. 
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SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES D'ANTIGENES RETROVIRAUX 
VIH-I GROUPE (OU SOUS-GROUPE) 0 

5 



L'invention concerne les antigenes obtenus par expression de 

10 sequences nucl6otidiques ou par synthase chimique par example en 
utilisant des synthdtiseurs de marque Applied Biosvstems. presents dans 
les variants d'VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et particulierement les 
antigenes correspondent a ceux tsolables des particules virales. A titre 
d'exemple de virus VIH-1 du sous-groupe O, on se rtfere 6 I'isolat VIH- 

15 1(vau) ainst qu'£ I'isolat VIH-1 oxir) 

Rappelons que la designation HIV utiiisee dans ce texte 
correspondant d la designation VIH 6galement utilisde. 

L'invention concerne egalement les anti corps, polyclonaux ou 
monoclonaux, induits par ces antigenes. 

20 L'invention est egalement relative a des sequences d'ADN 

donees soit presentant une analogie de sequence, soit une 
complementarity avec TARN genomique du virus precite. Elle concerne 
aussi des precedes de preparation de ces sequences d'ADN donees. 
L'invention concerne egalement les polypeptides contenant des sequences 

25 d acides amines codes par ies sequences d'ADN donees. 

De plus, ('invention concerne des applications des antigenes 
mentionnes precedemment a la detedion in vitro chez Phomme de 
potential ite de certaines formes du SIDA et, en ce qui concerne certains 
dentre eux, d la produdion de compositions immunogenes et de 

30 compositions vaccinantes contre ce retrovirus. De meme, invention 
concerne les applications aux memes fins des susdits anticorps et, pour 
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certains d'entre eux, leur application & la production de principes acttfs de 
medicaments contre ce sida humain. 

^invention conceme egalem nt I'application d s sequences 
d'AON donees et de polypeptides obtenus & partir de ces sequences 

-5 comme sondes ou amorces pour rampltfication geniquerdans-des trousses- 

de diagnostics. 

L'invention est 6galement relative & des compositions 
d'antigenes, qui peuvent §tre obtenus par synthase chimique ou par 
expression dans un hftte cellulaire recombinant et permettant le diagnostic 

10 dune infection due a un retrovirus humain de type HfV independamment 
du sous-type VIH-1 ou VIH-2. De telles compositions comprennent au 
moins un peptide chotsi parmi les peptides antigeniques communs aux 
virus VIH-1, VIH-2, VIH-1 (dur) et VIH-1 (vau)OU des variants de ces peptides 
antigeniques possedant des caracteristiques immunogenes semblables. 

15 L'invention vise egalement des compositions permettant le 

diagnostic specifique d'une infection due a un retrovirus humain de type 
VIH-1 , plus particulierement le VIH-1, groupe M, le VIH-2 ou le VIH-1 
groupe (ou sous-groupe) 0 et comprenant au moins un peptide 
antigenique specifique du virus VIH-1, un peptide antigenique specifique 

20 du virus VIH-2 et un peptide antigenique specifique du virus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O ou des variants de ces peptides antigeniques 
possedant des caracteristiques immunogenes semblable9. Plus 
particulierement les peptides antigeniques sont derives de la proteine 
d'enveloppe des virus VIH-1 groupe M, VIH-2 et VIH-1 groupe (ou sous- 

25 groupe) O. 

L'invention vise par ailleurs un peptide permettant une 
detection danticorps anti-HIV que les peptides de Tart anteneur ne 
permettaient pas toujours de detecter en se basant notamment sur la 
decouverte d une nouvelle souche VIH-1: VIH-1 DUR . L'antiserum dinge 
30 contre elle ne presente pas toujours de reactivite avec les peptides du 
cons nsus HIV tel qu'il est utilise de nos jours. Le term « consensus 
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HIV » se refer aux regions conservees entre isolats et dont la mise en 
vid nee st ssentiell & la conception de vaccins ou de r'actifs 
diagnosttques, et dont les mutations conferent la resistance aux 
medicaments antiviraux. Le terme «peptide» utilise dans le present texte, 
5 d6finit aussi bien les oligopeptides que des polypeptides. 

Etat de la technique 

Deux types de virus de rimmunod6ficience humaine (HIV) 
ayant une responsabilite dans le d6veloppement d'un SLA ou du SIDA ont 
io 6te isoles et caracterises. Un premier virus d6nomm6 LAV-1 ou VIH-1 a 
6te isoie et decrit dans la demande de brevet GB 8324.800 et la demande 
EP 84401.834 du 14/09/1984. Ce virus a 6galement 6t6 d6crit par F. 
Barre-Sinoussi et al dans Science (1983), 22D, 868-871. 

Le retrovirus HIV de type 2 appartient £ une classe distincte 
is et n'a qu'une parents immunologique reduite avec des retrovirus HIV de 
type 1 . Les retrovirus VIH-2 ont 6t6 d6crits dans la demande de brevet 
europeen n° 87.400.151.4 publi6e sous le numero 239.425. 

Le retrovirus VIH-1 est le plus courant et sa presence est 
predominate dans plusieurs regions du monde. Quant au retrovirus VIH- 
20 2, il est le plus souvent retrouve en Afrique de I'Ouest, bien que sa 
propagation £ I'exterieur de cette region ait 6te recemment documentee 
par Grez et al, (1994) J. Virol. 68 f 2161-2168. 

L'ensemble des lentivirus de I'immunodeficience des 
primates, comprenant les virus du type 1 et du type 2 de 
25 I'immunodeficience humaine ainsi que plusieurs types de virus de primates 
non humains, augmente en taille et en complexity. Le plus courant de ces 
virus, le VIH-1 , se repand actuellement sous forme d'epidemie mondiale et 
il est responsable d'un probleme de sante public majeur. Peu apres 
('identification et la caracterisation moleculaire de ce virus, il a ete reconnu 
30 comm etant tres variabl , t comprend actu dement plusieurs sous-types 
(Myers, 1994, Louwagie, et al. 1993, Louwagie, et al. 1992, Myers, G. 
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(19 94) VIH-1 subtypes and oncogenetics trees. In: Human Retrovirus and 
AIDS 1994; My rs, 0.. Korber. B.. Wain-Hobson. S.. Smth. R.F. and 
Pavlakis. G.N.. eds. Los Alamos National Laboratory. Los Alamos, NM. III- 
2 - m-9) C tie distinction de sous-types est surtout basee sur la 
-divefg^desoeneTWetWAurndins 

designes A a F, mais plusieurs sont encore susceptibles d'emerger de 
I'enquete mondiale poussee en cours sur les isolats du VIH-1. II a ete 
trouve que ces differents sous-types sont equidistant* les uns des autres. 
dans un profil phylogenetique dit phylogenie en etoile. ce qui suggere que 
les differents sous-types du VIH-1 auraient evolue et diverge de facon 
synchrone a partir d'un ancetre commun. 

Recemment, deux virus distincts de ce groupe de virus VIH-1 
ont ete isoles et caracterises. Ces deux virus ont ete obtenus de patients 
vivant au Cameroun, en Afrique de I'Ouest Centrale (Gurtler, et al. 1994, 
Vanden Heasevelde, et al. 1994). Leur sequence, plus particulierement la 
sequence de leur gene env (enveloppe). montre clairement que ces virus 
appartenaient a une categorie distincte de virus apparentes au VIH-1, 
designee VIH-1 groupe 0 (NKENGASONG et al.. 1993). 

Toutefois, la diversite des isolats a r.nterieur de ce groupe de 
virus apparentes au VIH-1 n est pas connue, et sa propagation en dehors 

de I'Afrique n'a pas ete documentee. 

Une contrainte generate, dans la mise au point de tests 
serologiques HIV, est d'eviter aussi bien les reactions faussement 
positives - ou faussement negatives - tout en conservant ou ameliorant la 
sensible que permettent les tests anterieurs en detection de 
seropositivite. 

Les tests bases sur lemploi de peptide(s) consensus, 
essentiellement derives du gene « env », ont ete considers comme une 
solution presque ideale jusqu'a ce que la decouverte du variant VIH-1-0 
fasse entrevoir la possibility de resultats faussement negatifs (Genomic 
cloning and complete sequence analysis of a highly divergent African 
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human immuno-defici ncy viais isolate. J. Virol. 1994; 68: 1586-96 ; a new 
subtype of human immuno-deficiency virus type 1 (MPV-5180) from 
Cameroon. J. Virol. 1994; 68:1581-85). 

La norvreactivit£ de certains tests d antigdne peptidique 
5 « env», chez des patients pr6sentant quand mdme certains syndromes 
cliniques caracteristiques du SIDA ou des syndromes 
lymphadenopathiques qui parfois les pr6cddent, est, a ce jour, parfois 
imputde a une infection du groupe VIH-1 -O (VIH-1 /VIH-2 seronegativity in 
VIH-1 subtype O infected patients, Lancet 1994; 343:1393-94 ; New VIH-1 
10 subtype in Switzerland. Lancet 1994; 344:270-71). 

Description de ('invention 

La presente invention a pour but de mettre a disposition des 
laboratoires de diagnostic des moyens, notamment des peptides 
is specifiques permettant une detection d'anticorps anti-HIV, qui 6taient 
jusqu'a ce jour susceptibles d'dtre ind6tectables. Elle concerne 6galement 
des melanges de peptides issus de VIH-1 DUR et de peptides 
correspondants d'autres HIVs, de fa?on a eviter les resultats « faux 
negatifs » potentiels. 

20 Elle concerne par aiileurs un proced§ de detection et de 

discrimination dans un echantillon biologique entre des anticorps 
caracteristiques d'un retrovirus du type VIH-1 -M et des anticorps 
caracteristiques d un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O. 

L'invention decoule des observations faites sur une femme 

25 seropositive, ayant sejoume au Cameroun et ayant rev6l6 une reactivity 
serologique atypique, au cours de plusieurs tests de d6pistages de 
I'infection HIV, ces derniers ayant 6te confirmes par des techniques de 
« Western blot ». 

Du fait de cette reactivite serologique atypique, en particulier 

30 du manque de reactivite sur certains tests de troisieme gen ' ration, mdme 
modifies pour le type 0, les inventeurs ont juge interessant d'entreprendre 
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un sequ ncage de cer«a,nes parties du genom de cett souche V.H-1 

DUR, plus speeffiou ment des g' nes GAG et ENV. 

C pendant, les amplifications geniques par PCR a I aide 

d'amorces issu s du groupe M et d'amorces eonnues du groupe 0 ont ete 
^esu^Wesparties^^ 

region immunodominante de gp41. Seuie la region GAG e*it amplifiable a 
raid, d'amorces eonnues dans ran anterieur (Loussert-Ajaka I. Lancet 
1994 3431393). (In autre but de la presente invention est par 
consequent la determination d'amorces susceptibles de palier oe 
probleme Ces amorces pourrortt indifferemment etre denommees 

c primers » par la suite. 

On a determine des sequences partielles des glycoproteines 

gP 41 et de gp120 ainsi que de proteines de capside (gene GAG) a partir 
d'ADN lymphocytaire et de cultures virales, indiquant que cette souche 
VIH-1 DUR appartient d'une part au groupe VIH-1-0, et qu'elle differe de 
facon importante du groupe M, plus particulierement pour gp41 et g P 120 . 

Ainsi. on a pu mettre en evidence, plus particulierement a 
propos de la sequence GAG de VIH-1 ^existence de sequences 
consensus dans le groupe 0 . sur plusieurs zones, distinctes de 
sequences consensus du groupe M sur les memes zones. 

Le clonage des sequences codant les fragments de GAG. 
gp41 et g P 120 de VIH-1 M a ete effectue dans un plasmide Bluescript® 
contenant un site PST1. Les produits d'amplification ont ete clones sort 
selon les techniques classiques util.sant les amorces universelles T3 et T7. 
soit directement sequences par I'utilisation des amorces de la precedente 
amplification. Les sequences ont ensuite ete determines par le d.sposrtrf 
automatique de sequences* Applied Biosystems 373A (ESGS Montigny le 

Bretonneux, France). 

Dans le contexts de la presente invention, les inventeurs ont 

.sole et sequence le gene env d'un isolat du groupe 0. le VIH-W 
obtenu d'une patiente francaise qui n'a jamais voyage n dehors de 
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I'Europe et qui st morte du SIDA en 1992. S Ion sa sequ nee 
d'env loppe, le VIH-1 <vau> st apparente aux d ux virus camerounais 
HIVantto et HIVMVPsiao recemment caracterises. L'anaiyse phylogenetique 
des sequences env revdle que les trois virus semblent constituer un 
5 groupe distinct, qui sera appele ici VIH-1 groupe O. L'isolement du VIH- 
1<vau) de cette patiente indique egalement qu'une certaine propagation des 
VIH-1 du groupe O s'est d£j£ produite en dehors de I'Afrique. 

Isolement du virus VIH-1 (vau) 

io VIH-1 <vau> a 6te isole en 1 992 d'une patiente franpaise dg6e 

de 41 ans atteinte du SIDA. Cette patiente pre sent a it en 1986 une leuco- 
neutropenie severe associee a un carcinome du col ut6rin. Neanmoins, 
elle a progressivement montre des signes defections opportunistes, avec 
une baisse du nombre de cellules T CD4* circulantes et elle est morte du 

is SIDA en 1992. Des anticorps anti-VIH-1 ont d'abord 6t6 ddtect^s par 
ELISA (Elavia, SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR, et Test ABBOTT) en 
1990. 

La patiente navait jamais voyage en dehors de I'Europe, 
n'avait pas utilise de medicaments par voie intraveineuse et n'avait subi 

20 aucune transfusion sanguine connue. Aucun partenaire sexuel originaire 
de i'Afrique n'a ete identifie. Elle a donne naissance a un enfant en bonne 
sante en 1971, mais un fits, ne en 1980, est mort d I'Sge d'un an suite a un 
episode clinique tres suggestif de SIDA neonatal. Son troisieme enfant n6 
en 1983 et son mari sont actual I erne nt en bonne sant§ et non infectes 

25 L'isolement du virus a 6te realise de la maniere suivante : les 

cellules CD8+ presentes dans les PBMC (lymphocytes sanguins 
peripheriques) de la patiente ont ete elirninees d I'aide de billes rev§tues 
d anticorps IOT8 (Immunotech). Ces PBMC restantes ont 6te stimulees & la 
PHA, puis cocultivees avec des PBMC epuisees en CD8 provenant d'un 

30 donneur sain et stimul ' s a la PHA. La croissance viral dans la coculture 
a 6te suivie par dosage de Tactivite transcriptase inverse (RT) du 
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♦ , ELISA de la P 24 duVIH-1 (coffret de diagnostic 

— „ — «»>^^^r~ 

onuisoes en CD8 et stimulees a la PHA. riuswu » 
-realisees pour infecter par ie v.n <vau> 
.ransformees. don, des * MT< (Harada, e, 

a,. 1989). ainsi Que .a lignee P« * — *• Hela-CD4-LTRLacZ (Cave, 
et Chameau 1994). 



10 



is 



20 



25 



30 



Caracterisation biologique du VIH-1 <vau> 

D*. semaines apres la eoculture das PBMC da la pa*ente 
epulis an CDS. sUmu.aas a la PHA. avac das ca.lu.es sirnilaires dun 
donneur sain, ,a products de virus a «* ««». -s la ,orn» dun p. 
tfactrvtt* RT dans .e surnagean. de cuHure. C. virus pouva, alors «. 
soumis a des passages en sana sur des PBMC normals, - 
CD8 , st.mu.ees a .a PHA. Sur ,a figure 1, Ie panneau A "t™-** 
production du VW W dans des surnagaants de cu..ures de PBMC 
Lctees. contr6»es par dosage RT (cerc.es p.e*s, e, ^ * cap- 
d'antigene p24 V.H-1 (c«Ces vldes). La concentration de P 24 W1- 
expnrnae en ng/m, « N*M» RT en cpn*L Dans Ie panneau BJa rntone 
experience a « effectuee avec un .sola, pnmalra standard du VIH-1 <r un 

patient attaint du SIDA 

Bien que la croissance du VIH-Wo, art 6te fadement 
datec.ee a ,'aide du dosage RT, la detection de v«us dans to surnagaants 
ae culture a .'aide de . EUSA p24 VIH-1 (DuPont) *tait nettement mo,ns 
sensibta. La figure 1 montre .a comparison emr. les profi.s dWecUon 
products des PBMC avec soil .e V.H-1,™ soil un isola. pnma,re du V.H- 
1 Oun patient atteint du SIDA doses en RT ou P 24. Pour de S ; quanMes 
aqurvalen.es de parties, determine par dosage de I'aetivite RT dans 
les surnagaants doses, approximativement 25 fois moins de p24 a ate 
„•**• pour ie VIH-1^ qua pour .'autre *M V.H-1. La difference paut 
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Stre consecutive au fait que I'anticorps monoclonal sp6cifique de la p24 du 
VIH-1, qui st utilise pour r vdtir I s plaques ELISA t n*a qu'une faible 
affinity pour les produits gag du VIH-1 <vau>. 

Plusieurs tentatives negatives ont 6t6 faites pour propager le 
5 VIH-1 (vau> sur des Iign6es de cellules T humaines transformees, sensibles 
au VIH-1. En particulier, des cocultures entre des PBMC infectees par le 
VIH-1 (VAU) et soit des cellules MT4 soit des cellules CEM n'ont pas 
conduit d la propagation du virus. II a dgalement 6t6 trouvd que ce virus 
n'etait pas capable d'infecter des cellules HeLa CD4* (P4-2) (Clavel et 

10 Charneau 1 994) portant un gene lacZ inductible par le gene tat. De m§me, 
aucune replication du VIH-1 (vau) ne pouvait Stre d6tectee dans des 
lymphocytes sanguins peripheriques actives de plusieurs chimpanzes. 

L'analyse de la sequence d'enveloppe VIH-1 ^auj, qui sera 
decrite en detail plus loin, et sa comparaison avec celle des deux isolats 

15 camerounais recemment decrits indiquent que tous les trois virus 
appartiennent au mdrne groupe de virus apparentes au VIH-1. De plus, 
cette comparaison indique que ces trois variantes du virus sont 
approximativement phylog6n6tiquement equidistantes les unes des autres. - 
Par consequent, chacune des trois variantes de virus constitue en soi un 

20 sous-type, distinct, de leur groupe, qui est maintenant appel6 VIH-1 groupe 
O. Ce groupe est distinct du groupe des autres isolats VIH-1, identifies 
jusqu'ici, que les inventeurs appellent ici VIH-1, groupe M. 

L'apparition de ce nouveau groupe pose la question de son 
origins : est-ce que le groupe O a evolue a partir des virus du groupe M 

25 (ou inversement) ou est-ce que chaque groupe a un pass6 distinct ? Les 
inventeurs pensent que dans la mesure ou a la fois le groupe M et le 
groupe O presentent un profil de divergence interne simiiaire, il est 
vraisemblable qu'ils correspondent chacun a la diversification d'ancdtres 
distincts de virus dans des populations humaines distinctes. On ne peut 

30 pas apprecier d partir des donnees phylogendtiques et virologiques 
actuellement disponibies si Tanc§tre de Tun ou r autre d s deux groupes 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 

8NSDOCtD:<WO 9612809A2> 



PCT/FR95/01391 

WO 96/12809 

10 

aff ctait I s humains de mani're natur lie ou a ete introduit che2 I s 
humains a partir d'autr s especes. L seul virus proche du VIH-1 present 
chez un primate non humain st I'isolat SIVCPZGAB (Hu t, t al. 1990), 
isole a partir d'un chimpanze apparemment infecte de facon naturelie. qui 

- 5 est-dairement-distinct-a -la-fois-du-groupe-M-et-du.groupe_Q,_et.pQur_lequeL 

aucun equivalent humain n'a ete trouve. II est peu probable que les virus 
du groupe O aient recemment evolue a partir d'un virus de chimpanze 
dans la mesure ou le VIH-1 (vau) n'a pas reussi a se repliquer dans des 
lymphocytes de chimpanzes. 

10 Pourquoi I'epidemie du groupe O n'apparatt-elle que 

maintenant, quelques 15 a 20 ans plus tard que le groupe M ? II y a trois 
explications possibles : premierement, I' introduction de I'ancetre des virus 
du groupe O chez les humains se serait produite plus recemment que celle 
du groupe M; deuxiemement, il se pourrait qu'on ait permis au groupe M de 

15 se propager plus tot que le groupe O en raison de drfferentes conditions 
sociales dans leur region d'origine; et troisiemement, les virus du groupe O 
auraient une capacite de transmission plus reduite, comparee a celle des 
virus du groupe M. II a ete propose qu'une telle propriete explique 
Tabsence de propagation mondiaie significative du VIH-2, pour lequel une 

20 charge virale plus faible chez les sujets infectes est liee a une 
transmissibilite reduite (De Cock, et al. 1993). A cet egard, bien que nous 
n'ayons aucune donnee sur la charge virale chez les patients infectes par 
un VIH-1 du groupe O, le pouvoir pathogene de ces virus ne semble pas 
etre different de celui du VIH-1. La patiente chez qui le VIH-1 (vaid a ete 

25 isole est mode du SIDA, comme le patient chez qui I'isolat HIVmvpsim du 
groupe O a ete obtenu. 

Toutefois, I'histoire naturelie de I'infection de la patiente VIH- 
1 <vau) n' est toujours pas claire, mais il existe plusieurs indications que cette 
patiente a ete infectee avant 1980, comme le suggere la mort a cette date 

30 de son deuxieme enfant atteint d'un syndrome ressemblant au SIDA. 
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L'inv ntion conceme tout variant des sequences d'acide 
nucteique du virus VIH-Vau) ou d tout virus Equivalent du groupe O, 
contenant des protdines de structure qui pr6sentent les m§mes propri6t6s 
immunologiques que les proteines de structure cod6es par le gene env 
comprenant la s6quence d6crite d la figure 6 et denommee «vau», 
designee encore par la SEQ ID N° 5. 

La presente invention est 6galement relative £ des 
compositions contenant sort des antig&nes selon l'invention, soit un 
melange d'antigenes selon l'invention assoctes d des extraits originaires 
d'un ou plusieurs VIH-1 groupe O ou d'autres virus variants, d une part, et 
d un ou plusieurs VIH-2 et/ou VIH-1, d'autre part, ces compositions etant 
eventuellement marquees. On peut utiiiser tous types de marqueur 
approprie : enzymatiques, fluorescents, radioactifs, etc. 

Acides nucl6iques 

L'invention conceme les ADN ou fragments d'ADN, plus 
particulierement ADN et fragments d'ADN clones obtenus a partir de 
TARN, d'ADNc ou d'amorces utilisables en PCR, ou autres m6thodes 
(^amplification genique derives de TARN ou de I'ADN du r6trovirus VIH- 
1<vau) L'invention concerne encore particulierement tous les ADN 
equivalents, notamment tout ADN presentant des homologies de sequence 
avec t'ADN du VIH-1 (vaid. en particulier avec la sequence codant la region 
env de la souche VIH-1 (vau> comprenant la sequence correspondent d la 
SEQ ID N° 5 representee a la figure 6 et appelee « vau ». L'homoiogie 
avec le VIH-1 groupe M est au moins egale d 50%, de prdference d 70% et 
plus avantageusement encore a environ 90%. D'une fa$on generate, 
l'invention conceme tout ADN (ou ARN) equivalent capable de s'hybrider 
avec I'ADN ou TARN d'un retrovirus VIH-1 du groupe O. 

L'invention conceme aussi les sequences d'ARN 
correspondant aux s6qu nces d* ADN d Tinies ci-dessus. 
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L'invention conceme 'galement te gene de I'integrase du 
virus VIH-Io/Auvcompr nant la sequence identifiee par la designation SEQ 
ID N° 7 ou s'hybridant avec la SEQ ID N* 7. L'invention vise aussi ies ARN 
correspondent a I'ADN ci-dessus decrit. 

l^invention-a-aussi-pour-c^et-des-cornpositions-contenantles- 

peptides ou polypeptides codes par I'ADN susdite ou des fragments 
d'ADN. 

Des oligonucleotides derives de la sequence VAU ou encore 
du gene de I'integrase du virus VIH-1 ( V au> particulierement des 
oligonucleotides comprenant au moins 9 nucleotides, peuvent etre utilises 
pour la detection de sequences ADN ou ARN de virus VIH-1 du groupe O 
dans des prelevements biologiques, des cultures cellulaires, ou des 
extraits de cellules, par la technique de la PCR ou toute autre technique 
d'amplification genique. Ces sequences pourraient etre utilisees soit 
comme amorces d'amplification genique soit comme sondes en vue de la 
detection specifique des produits d'amplification genique. Sont utilisables 
egalement comme sonde d'hybridation, Ies produits d'amplification, ou leur 
sequence correspondante synthetique, obtenus par synthese chimique 
(Applied Biosystems). 

L'invention couvre egalement tout fragment d'au moins 
1 00 nucleotides utiiisable comme sonde dans des reactions d'hybridation 
et capable de permettre une reaction avec une partie du genome d'un 
variant VIH-1 <vau) dans des conditions d'hybridation de forte stringence. 

Clonaoe et seauencaae du oene env VIH-1 w*u> 

Pour ('amplification initiate par PCR de I'ADN du VIH-1 <vau). 
I'ADN total a ete extrait de PBMC infectees par le VIH-1 (VAu>et un segment 
du gene pol (region integrase) a ete amplifie a I'aide d'amorces 
degenerees : 

amorce 4506 : S'AGTGGATfA/TJfT/CJATAGAAGCAGAAGTS'; Seq. ID N'1; 
amorce 5011 : 5'ACTGC(C/T)CCTTC(A/C/T)CCTTTCCA3'; Seq. ID N # 2; 
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Le milieu de reaction inciuant KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM 
(pH 8,9), MgCl2 1.5 mM, g6latine 0,1 mg/ml, dNTP 0,2 mM, Taq 
Polym6rase 1U (Amersham). La PCR a 6t6 effectude pendant 43 cycles 
thenmiques £ 92°C pendant 10 secondes, 50°C pendant 1 minute, 72°C 
pendant 40 secondes. 

Le produit d'amplrfication resultant a 6t6 clon6 dans un 
vecteur pBluescript, engendrant le clone ph4 d6pos6 & la CNCM le 20 
octobre 1994 sous le n° 1-1486 qui a uftdrieurement 6te utilise comme 
sonde pour cribler une banque lambda d'ADN de faible poids moleculaire, 
digere par EcoRI, issu de cellules infectees par le VIH-1<vau>- Brievement, 
les PBMC infectees par le VIH-1<vau> ont 6t6 cocultiv6es pendant 24 heures 
avec des PBMC neuves stimulees d ia PHA et epuisees en cellules CD8*. 
apr6s quoi un effet cytopathogdne pousse (ECP) 6tait visible. L'ADN de 
faible poids moleculaire a alors 6t6 extrait suivant la m6thode de Hirt (Hirt 
1967), et dig6r6 avec I'enzyme EcoRI. Une analyse prec6dente en 
Southern-blot pr6c6dente de cet ADN avait bien montre que le g6nome 
VIH-I^au) contenait un seul site EcoRI, permettant le clonage d'especes 
d'ADN circulaire non integre representant la totality du genome viral. Le 
produit de digestion resultant a 6te soumis a une 6iectrophorese sur gel 
d'agarose, et la population de fragments d'ADN d'une tailie de 8-12 kb 
approximativement a 6te purifiee et ligaturee a de I'ADN lambda Zap 
digere par EcoRI (Stratagene). Apres I'encapsidation, l'6talement et le 

criblage par hybridation avec de I'ADN ph4 marqu£ au 32 P, un clone, k 
H34, a 6te identrfie comme 6tant positif, et amplifie. L'inserat EcoRI a 6te 
purifte, sonique, et clone par "shotgun" dans le vecteur M13mp18 traits & 
la phosphatase, digdre avec ('enzyme Smal Cent cinquante des clones 
obtenus ont 6te sequences sur un sequenceur d'ADN 373A (Applied 
Biosystems), et les sequences resultantes ont 6t6 rassemblees en une 
seule sequence d I'aide du progiciel danalyse d'ADN GCG-Wisconsin. 
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L'analyse de cette sequence a r£v6l6 de nombr ux codons 
non-s ns dans tous I s cadres de lecture, ce qui st tr6s suggest'* (fun 
genome hypermutd (Vartanian, et al. 1991). Cett sequence etant 
inutilisable, il a par consequent 6t6 decide d' amplifier par la PCR le g6ne 

en^u~VIH^^^^ 

1<vau), et des amorces oligonucleotidiques derivees de la sequence XH34 : 
amorce TH2 S'GCTCTAGATGGGGATCTCCCATGGCAGGS' Seq. ID N # 3; 
amorce UH2 S'GCTCTAGATCAGGGAAGAATCCCTGAGTGTS'. Seq. ID 
N° 4. 

L'amplification par la PCR a 6te effectuee pendant 35 cycles 
thermiques & 92°C pendant 15 secondes, 52°C pendant 1 minute, 60°C 
pendant 2 minutes et 72°C pendant 2 minutes. Le produit ^amplification 
resultant, d'une taille de 3,5 kb, a 6t6 clon6 dans le vecteur M13mp18 et 
sequence par reactions successives, en utiiisant d'abord Pamorce 
universelle de $6quen$age M13, puis des amorces d£duites des 
sequences amont. L'analyse des sequences nucteotidiques et peptidiques 
a 6te effectuee & I'aide du progiciel d'analyse <f ADN GCG-Wisconsin. Le 
gene env VIH-1 <vau) code 877 acides amines au total, incluant le peptide 
signal. La sequence nucleotidique du gene env VIH-1 <vau> correspond £ la 
Seq. ID N° 5 (voir figure 3). 

Utilisation d'acides nucleiques a titre de sondes 

L'tnvention conceme naturellement aussi I'utilisation des 
ADN, ADN C ou de leurs fragments, ou de plasmides recombinants ou 
autres vecteurs equivalents contenant ces fragments, en tant que sondes, 
pour la detection de ia presence ou non du virus VIH-Vau) dans des 
echantillons de serum ou autres liquides ou tissus biologiques obtenus a 
partir de patients suspectes d'etre porteurs du virus VIH-1 Ces sondes 
sont eventuellement marquees (marqueurs radioactrfs, enzymatiques, 
fluorescents, etc.). Des sondes particulierement interessantes pour la mise 
en oeuvre du precede de detection du virus VIH-1 <vau> ou d'un variant VIH- 
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1(vau> peuvent dtre caracterisees en ce qu'elles comprennent la totalitd ou 
un fraction de I'ADN complementaire du g'nom du virus VIH-1 <vau) ou 
encore notamment les fragments contenus dans divers clones. On 
mentionnera plus particulierement une fraction de TADN C du VIH-1(vau) 

5 contenant tout ou partie de la region env. 

Les sondes mises en oeuvre dans ce proced6 de detection 
du virus VIH-1 <vau) ou dans des trousses de diagnostic, ne sont en aucune 
fapon limitees aux sondes decrites prec6demment. Elles comprennent 
toutes les sequences nucteotidiques issues du genome du virus VIH-1 <vau>, 

io dun variant VIH-1 <vau) ou d'un virus proche par sa structure, des tors 
quelles permettent la d6tection, a partir de fluides biologiques de 
personnes susceptibles de presenter un sida, d'un virus VIH-1 du groupe 
O t en particulier VIH-1<vau> par hybridation avec de I'ADN ou de TARN du 
virus VIH-1 <vau>. 

is Particulierement avantageuses sont les sondes qui, lors de 

I'hybridation avec VIH-1, donnent une r6action forte avec les HIV 
appartenant au groupe O et une reaction faible avec les VIH-1 appartenant 
au groupe M. A titre d'exemple non limitatif, une sonde fabriquee a partir 
de la sequence du gdne de Tintegrase du virus VIH-1 <vau) (SEQ ID N° 7) 

20 donne, lorsqu'elle est hybridee avec VIH-1 dans des conditions 
d'hybridation telles que celles decrites dans le brevet EP 178 978, une 
reaction forte avec les HIV du groupe O et une reaction faible avec les 
VIH-1 du groupe M. 

La detection peut §tre realisee de toute fa?on en soi connue, 

25 notamment : 

par une mise en contact de ces sondes soit avec les actdes 
nucleiques obtenus a partir de cellules contenues dans des fluides 
biologiques (par exemple liquide cephalo-rachidien, salive, etc.), soit avec 
ces fluides eux-memes, des lors que leurs acides nucleiques ont 6t6 
30 rendus accessibl s d Thybridation avec ces sondes, et ce dans des 
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conditions permettant I'hybridation entre ces sondes t ces acides 
nucleiques 

tparunedet ction de I'hybridation v ntu II mentproduite 
Le susdit diagnostic mettant en jeu des reactions 
d^hybridation peut-egalement-§tre-r6alis6 -d-l'aide de melanges de sondes 
respectivement d6nvees du VIH-1 <vau>. du VIH-1 et du VIH-2, des lors qu'il 
n'est pas necessaire de faire la distinction entre les types de virus HIV 
recherches. 

L'invention a aussi pour objet des vecteurs d'expression 
contenant la sequence codant pour les prolines d'enveloppe de VIH-1 ou 
contenant la sequence codant I'integrase. 

L'invention comprend des compositions pour la detection de 
la presence ou non de virus VIH-1 V au dans des echantillons de serum ou 
d'autres iiquides ou tissus biologiques, obtenus a partir de patients 
susceptibles d'etre porteurs du virus VIH-1 V au. Ces compositions sont 
caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins une sonde obtenue & 
partir dune sequence nucl6otidique issue ou derivee du genome du virus 
VIH-1 V au, particulierement un fragment d'ADN VIH-1 V au contenant la region 
ou une partie de la region codant la proteine env du virus VIH-1 vau ou d un 
variant deVIH-1 V Au - 

Avantageusement, la composition decrite ci-dessus comprend 
egalement une sonde obtenue a partir d' une sequence nucleotidique issue 
de VIH-1 ou de VIH-2. 

D'autres compositions de diagnostic comprennent les 
amorces de l'invention utilisables en amplification genique de retrovirus de 
sous-groupe O ou variants de ces retrovirus. 

Antigenes, notamment prolines et glycoproteins 

L'invention conceme une proteine de retrovirus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) 0 ( ou polypeptide ou peptide natural ou synthetique 
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comprenant au moins une partie de ladite proteine, susceptibies d'dtre 
reconnus par des anticorps isolabies & partir de s6rum obt nu suite d une 
infection par une souche VIH-1 groupe O VAU, ou une souche VIH-1 
groupe O DUR. 

5 L'invention conceme une proline d'enveloppe exteme du 

r6trovirus VIH-1 V au coctee par le gene comprenant la sequence 
correspondant d la SEQ ID N° 5. Selon un mode de realisation pr6f6re de 
l'invention, cette proline est en outre caract6ris6e en ce qu'elle comprend 
la sequence d'acides amines correspondant d la Seq ID N° 6 representee 

io sur la figure 3 et comportant les residus d'acides amines 1 a 526. 
L'invention a ausst pour objet tout polypeptide ou variant, d6riv6 de ladite 
sequence, ayant un epitope susceptible d'dtre reconnu par des anticorps 
induits par le virus VIH-1 V au 

La susdite proteine peut dtre obtenue sous forme glycosylde 

15 ou non glycosylee. 

L'invention a aussi pour objet une proteine transmembranaire 
d'enveloppe comprenant I'enchainement d'acides amines SEQ ID N° 8 ^ 
represents sur la figure 3 entre les residus d'acides amines 527 et 877. 
Cette proteine transmembranaire est, dans le cadre de l'invention, sous 

20 forme glycosylee ou non. 

L'invention conceme tous les antigenes, notamment 
proteines, glycoproteines, polypeptides ou peptides, obtenus par 
expression de sequences codantes du genome VIH-1 <valo et ayant des 
propriety tmmunologiques equivalentes a ceux ou celles du VIH-1 <vau). 

25 Les antigenes sont dits equivalents dans le cadre de la presente invention, 
des iors qu'ils sont reconnaissables par les memes anticorps, notamment 
des anticorps isolabies a partir de serum obtenu d'un patient ayant 6te 
infecte par un VIH-1 (vau>. 

En particuher, l'invention a pour objet les peptides ou 

30 polypeptides synthases chimiquement et dont la sequence d'acides 
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amines est cent nue dans celle des prot'ines d" nv loppe VIH-1 <vau>. 
representee sur la figure 3, ou I speptid s ou polypeptid s equivalents. 

On doit aussi inclur , parmi I s peptid s, polypeptid s, 
proteines ou glycoproteins equivalents, les fragm nts des antigen s qui 
-prec^nt-et-lespeptides- 

genetique, des lors qu'ils donnent lieu a des reactions immunologiques 
croisees avec les antigenes dont lis sont deriv6s. En d'autres termes, 
Invention conceme tout peptide ou polypeptide ayant des epitopes 
identiques ou semblables aux epitopes des susdits antigenes. susceptibles 
d'etre reconnus par les memes anticorps. Font partie de ce demier type de 
polypeptides, les produits d'expression de sequences d'ADN 
correspondant aux sequences des ADN codant les polypeptides ou 

antigenes susdits. 

Plus particulierement. les antigenes obtenus a partir du virus 
VIH-Vau, ou produits par genie genetique ou synthese chimique classique 
et qui presentent le plus grand interet dans le contexte de la presente 
invention sont les antigenes qui permettent d'etablir une distinction claire 
entre les virus VIH-W, de Tinvention et les virus des groupes VIH-1 et 
VIH-2. A cet egard. des differences considerables ont ete observees au 
niveau de la proteine d'enveloppe du virus VIH-W ainsi qu'au niveau de 
l epitope immunodominant de la portion exteme de la proteine PM. II 
semble que les proteines gag et pol presentent davantage de similitude 
avec le virus VIH-1 que la proteine d'enveloppe. 

L'invention conceme aussi des peptides ou polypeptides 
identiques a la region immunodominante de la glycoproteine 
transmembranaire d'enveloppe du VIH- W Cette region est representee 
a la figure 3. 

Des polypeptides preferes de cette region sont par exemple 
ceux qui contiennent la sequence CKNRLIC ou correspondent a cette 
sequence. II peut s agir aussi de polypeptides ou peptides repondant a la 



WO 96/12809 



PCT/FR95/01391 



19 

sequence RLLALETFIQNWWLLNLWGCKNRLIC ou compr nant cette 
sequence. 

Un autre peptide pr6f6r6, identify ci-apres par ia 
denomination « peptide VAU », repond & la sequence suivante ou 
5 cornprend cette sequence ou toute partie de cette sequence susceptible 
d'dtre reconnue par des anticorps dirigds contre le retrovirus VIH-Valo 
RARLLALETFIQNQQLLNLWGCKNRLICYTSVKWNKT. 

Des polypeptides variants de cette sequence sont par 
exemple les polypeptides represents sur la figure 4 pour les isolats VIH- 
io 1(MVP5iso>et VIH-1 (ant7 o) Ces polypeptides peuvent aussi 6tre derives des 
precedents par insertion et/ou d6l6tion et/ou substitution, par exemple 
substitution conservative par des r6sidus d'acides amines. 

La presente invention concerne un peptide issu du virus VIH- 
1-0 DUR depose le 23 fevrter 1995 a la CNCM sous la reference 1-1542, 
15 ou un peptide dont la sequence se distingue de celle du precedent par 
substitution, d6l6tion ou addition d'acides amines, ce peptide distinct 
conservant neanmoins les caracteristiques antigentques du precedent. 

D'autres peptides entrant dans le cadre de ('invention sont 
definis ci-apres. 

20 Ainsi, un peptide prefere de Tinvention est un peptide 

comportant au moins 4 acides amines consecutifs contenus dans la 
sequence GAG representee a la figure 8 ou d'une sequence GAG 
immunologiquement semblabie issue d'un variant du virus VIH-1-O OUR, 
ladite sequence immunologiquement semblabie etant reconnue par des 

25 anticorps reconnaissant aussi de fa$on specifique au moins Tune des 
sequences AHPQQA, LWTTRAGNP contenues dans la sequence GAG de 
la figure 8. 

Preferentiellement, ce peptide consiste en un peptide dont la 
sequence en acides amines est contenue soit dans Tune des sequences 
30 suivantes : 

SPRTLNAWVKAVEEKAFNPEIIPMFMALSEGA (1) 
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MLNAIGGHQGALQVLKEVIN (2). 
GPLPPGQIREPTGSDIAGTTSTQQEQI (3) 
IPVGDIYRKWIVLGLNKMVKMYSPVSILDI (4) 
QGPKEPFRDYVDRFYKTKLAE (5) 

AHPQQA_(5„bis) 

LWTTRAGNP (5ter) t 

soit dans une sequence immunoiogiquement semblabie 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
consecutifs de Tune desdites sequences. 

Pr6ferentiellement encore, ce peptide consists en un peptide 
dont la sequence en acides amines est contenue soit dans Tune des 
sequences suivantes : 

SPRTLNAWVK (6) 

GSDIAGTTST (7) 

QGPKEPFRDYVDRF (8) 

soit dans une sequence immunoiogiquement semblabie 
correspondante, ce peptide comportant au moins quatre acides amines 
consecutifs de I'une desdites sequences. 

Des peptides particulierement prdferes dans la presente 
invention sont les peptides contenant ; 

- la sequence en acides amines NPEI (9) 
ou 

- la sequence en acides amines AVEEKAFNPEIIPMFM (10), et plus 
particulierement les peptides dont la sequence en acides amines est 
contenue, soit dans Tune des sequences suivantes : 

IGGHQGALQ (23) 

REPTGSDI (24) 
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soit dans une s'quence immulogiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
consecutifs de Tune desdites sequences, ainsi que le peptide dont la 
sequence en acides amines est contenue, dans la sequence d'acide 
5 amines suivante : 

INDEAADWD (25) 

soit dans une sequence immulogiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
consecutifs de ladite sequence. 
io La presents invention conceme les sequences d' acides 

nucleiques codant les peptides (23), (24) et (25) ainsi que les sequences 
d'acides nucleiques codant les sequences immunologiquement 
semblables ainsi que les compositions comprenant au moins un de ces 
acides nucleiques. 

15 ^invention conceme 6galement rutilisation d*au moins un de 

ces acides nucleiques pour la detection et la discrimination entre des 
souches VIH-1 groupe M et HIV-1 groupe O. 

Entre egalement dans le cadre de la presente invention un 
peptide issu du virus VIH-1 -O DUR ddfini ci-dessus, ledit peptide 

20 comportant au moins 4 acides amines consecutifs, de la boucle V3 de 
gp120 representee a la figure 9 ou de la sequence correspondante 
immunologiquement semblable, issue d'un variant du virus VIH-1 -O DUR, 
ladite sequence immunologiquement semblable 6tant reconnue par des 
anticorps reconnaissant aussi de fagon specifique au moins Tune des 

25 sequences : 

KEIKI (12), 
EREGKGAN (13). 
CVRPGNNSVKEIKI (14), 
QIEREGKGANSR (15). 

30 

De fa$on prefer6e, ce peptide contient : 
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a) soit la sequ nee 
CVRPGNNSVKEIKIGPMAWYSMQIEREGKGANSRTAFC (11) ou une 
partie de cette sequ nee qui contienn au moins 4 acid s amines 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
_5 sequence_de-a)— dans_ laquelle_un_ou_plusieurs_acides_amines-sont 

substitues par un ou plusieurs acides amines sous reserve que le peptide 
conserve sa reactivity avec un antiserum contre te susdit peptide, 

c) soit une sequence d'acides amines distincte seion a) ou b) 
dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont 6te supprimes ou ajoutes 

10 sous reserve que le peptide conserve sa reactivate avec un antiserum 
contre le peptide de a), 

d) soit une sequence ou partie de sequence 
immunoiogiquement sembiable corresponds nte. 

Pr6ferentiellement encore, ce peptide contient soit 
la sequence KEIKI (12), 
soit 

la sequence EREGKGAN (13), 
soit 

la sequence GPMAWYSM (16). 

De fapon particulierement pr6feree, un peptide comme ddfini 
ci-dessus contient la sequence d'acides amines CVRPGNNSVKEIKI (14), 
soit la sequence QIEREGKGANSR (15). 

Entre egalement dans le cadre de I' invention un peptide issu 
du virus VIH-1-0 DUR tel qu'il est defini ci-dessus, ledit peptide 
comportant au moins 4 acides amines consecutifs, dont la sequence 
entiere est contenue dans la sequence de la region immunodominante de 
la gp41 representee a la figure 9 ou dans une sequence correspondante 
immunoiogiquement sembiable, issue d'un variant du virus VIH-1-0 DUR, 
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ladite sequence immunologiqu ment semblable 6tant reconnue par d s 
anticorps reconnaissant aussi de fa$on sp6cifique au moins I'une des 
sequences : 

RLLALETLMQNQQL (17) t 

L N L WGC RG KAI C YTSVQ WN ETWG (18), 

CRGKAI (19), 

SVQWN (20), 

RLLALETLMONQQLLNLWGCRGKAICYTS (21), 
QNQQLLNLWGCRGKAICYTSVQWN (22). 

De fafon p referee, ce peptide est un peptide contenant la 
sequence RLLALETLMQNQQL (17), ou 

LNLWGCRGKAICYTSVQWNETWG (18) ou partie de ce peptide (18) 
contenant : 

a) soit la sequence CRGKAI (19), soit la sequence SVQWN 
(20) dans laquelle Q est le cas echeant remptac6 par un acide amin6 
different, neanmoins different aussi de K, soit les deux s6quences a la fois, 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont 
substitues par deux acides amines sous reserve que le peptide conserve 
sa reactivite avec un antiserum contre le peptide de a), 

c) soit une sequence d'acides amines distincte selon a) ou b) 
dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont 6te supprimes ou ajout6s 
sous reserve que le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum 
contre le peptide de a), 

d) soit dans une sequence ou partie de sequence 
immunologiquement semblable correspondante. 

Preferentiellement encore, ce peptide poss&de rune ou 
I'autre des caracteristiques suivantes : 
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- sa sequence N terminate, qui conti nt au moins 8 acides 
amines, n 1 st pas immunologiquement reconnue par des anticorps formes 
contre la sequ nee RILAVERY cont nue dans la r'gion immunodominante 
de la gp41 de la souche VIH-1-LAI. 

^il _ n , est~pas~reconnu~par"des~anticorps~formes~contre""le 
peptide SGKLIC de la souche VIH-1-LA1. 

- il contient Tune ou I'autre des deux sequences suivantes : 
RLLALETLMONQQLLNLWGCRGKAICYTS (21) 
QNQQLLNLWGCRGKAICYTSVQWN (22) 

Synthase de peptides VAU 

Un peptide VAU a 6te prepare par la technique classique de 
synthase peptidique en phase solide par la m6thode Fmoc en « flux 
continu ». Le peptide a ete prepare & I'aide d'un synthetiseur Milligen 9050 
PEP en utilisant la r6sine "Miliipore" PEG PAL, substitute par le premier 
residu d'acide amin6 C-terminal. Les chaines latdrales des acides amines 
sont protegees par les groupes suivants : Pmc pour I'arginine ; Trt pour 
I'asparagine, la glutamine et la cysteine ; Boc pour la lysine ; tBu ester 
pour I'acide glutamique ; tBu 6ther pour la serine, la threonine et la 
tyrosine. Les groupements temporaires Fmoc sont 6limines par une 
solution de piperidine a 20% en DMF Les reactions de couplage de 
chaque acide amine sont realisees avec 6 Equivalents de DIPCDI et 
d'HOBT. Certains r£sidus necessitent un double couplage notamment les 
arginines 1 et 23, les cysteines 19 et 26, I'asparagine 11, les glutamines 
10, 12 et 13, T alanine 4, 1'isoleucine 9, les leucines 2, 3, 14 et 15. 

Apres couplage, la resine est sechee sous vide. Le peptide 
est clive du support par le reactif K pendant 4 heures a temperature 
ambiante. Le peptide brut est precipite et lave a l'6ther ethylique. Le 
produit est punfie par chromatographie liqukle sous haute pression (HPLC) 
sur un instrument WATERS LC PREP 4000 avec des cartouches WATERS 
Delta Pak C18 40x100mm, debit 30 ml/mn, gradient acetonitrile/TFA 0,1%. 
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L s fractions contenant le peptide sont rassemblees, concentrees a 
r ' vaporat ur rotatrf puis lyophilis6es. 

Cyclisation 

5 Le peptide (0,025mM) est dissous dans une solution 

tfac6tate d'ammonium 10mM. Le pH est amen6 d 8 t 5 avec une solution 
d'ammoniaque 1M. Le pH est r6ajust6 aprds 3 ou 4 heures. La cyclisation 
est suivie par HPLC d 214 nm et 280 nm, colonne WATERS Delta Pak C18 
5m, gradient ac6tonitrile/TFA 0,1%. La cyclisation est termin6e au bout de 
10 15 heures. Le pH est amene a 6 £ I'aide d'acide ac§tique 97-100% t la 
solution est lyophilisee puis purifi^e dans les m6mes conditions que pour 
le peptide brut. 

Le peptide est contrdle par HPLC et par spectrom6trie de 
masse selon la technique d'electrospray (spectrophotomdtre FISON VG 
15 Trio 2000). 

Fmoc : Fluoroenyl-9 methyloxycarbonyl 
Pmc : Pentanemethyl-8 chromane sulfonyl-6 
Trt ; Tritryl 

Boc : Tertbutyloxycarbonyl 
20 tBU : tert butyl 

DMF : Dimethylformamide 

DIPCDI : Diisopropyl carbodiimide 

HOBT : Hydroxy-1 benzotriazole 

TFA : acide trifluoroacetique 
25 Reactif K : Phenol/Eau/Thioanisole/Ethanedithiol/TFA; 

2,5ml/2,5ml/2 ( 5ml/1,5ml/41ml 

Comparaison de la sequence d'acides amines de lenveloppe VIH-Vau) 
avec la sequence correspondante d autres virus HIV. 
30 L'analyse en Western-blot d une serie d'6chantillons seriques 

provenant d'une patiente infectee par le VIH-1<vau> est presentee sur la 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



BNSDOCID: <WO 9612809A2> 



26 

figure 2. Des bandelettes de nitrocellulose, portant d s proteines separees 
par electrophorese t provenant de particules de HIV purifiees (LAV BLOT, 
SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR), ont ete mises a incuber av c d s 
echantillons de serum et leur reactivite a ete evaluee selon les protocoles 
recommandesparlefabricantrLesresultats^obte^^ 
Bandelette 1 : proteines specifiques de VIH-2, qu'on a fait reagir avec un 
echantillon de serum de la patiente VIH-1<vau) obtenu en fevrier 1992. 
Bandelettes 2-7 : serums positifs VIH-1 ; serums de la patiente VIH-1 (vau>: 
2: obtenu en novembre 1990; 3 : en decembre 1990; 4 : en fevrier 1991; 5 : 
en fevrier 1 992; 6 : temoin negatif; 7 : temoin positif (serum d'un individu 
infecte par le VIH-1). Les noms et la taille des proteines (en kD) sont 
indiques dans la marge. 

La figure 3 montre un alignement de la sequence d'acides 
amines de I'enveloppe de VIH-1 ^ m avec la sequence correspondante de 
I'isolat de reference VIH-1 LAI (Wain-Hobson, et al. 1985). Les peptides 
signal, la boucle V3 et I'epitope immunodominant gp41 sont mis en relief 
par des rectangles hachures. Le site de clivage entre la glycoproteine 
d'enveloppe exteme gp120 et la gp41 transmembranaire est indique par 
des fleches. Les lignes verticales entre les lettres d'acides amines 
indiquent une identite complete, les deux-points (:) indiquent une forte 
homoiogie, et les points (.) indiquent une homologie limitee entre des 
acides amines individuals. L'alignement a ete effectue en utilisant le 
programme GAP du progiciel GCG-Wisconsin. 

La version originale (1.0) des programmes GAP et BESTFIT 
a ete ecrite par Paul Haeberli a partir d'une etude detaillee des 
publications de Needleman et Vunsch (J. Mol. biol. 48, 443-453 (1970) et 
de Smith et Waterman (Adv Appl. Math. 2; 482-489 (1981). Les 
alignements limites ont ete mis au point par Paul Haeberli et ajoutes au 
progiciel pour constituer la version 3.0. lis ont ensuite ete fusionnes en un 
seul programme par Philip Marquess pour constituer la version 4.0. Les 
penalites d'absence d'ecart dans l'alignement des proteines ont ete 
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modifi es tel que sugg6re par Rechid, Vingron et Argos (CABIOS 5 ; 107- 
113(1989). 

L'alignement de la figure 3 revdie de nombreuses zones de 
divergence pouss6e, avec quelques domaines conserves $a et la Ces 
regions conserves correspondent grossidrement aux domaines 
egalement conserves dans les isolats VIH-1 classiques (Alizon, et a!. 1986, 
Benn, et al. 1985). Parmi les domaines divergents, la boucle V3, appetee 
6galement determinant principal de neutralisation (Javaherian, et al. 1990, 
Javaherian, et al. 1989, Matsushita, et al. 1988) est ciairement Tun des 
plus divergents, bien que les deux cysteines ddfinissant la boucle soient 
conservees. La sequence de la corffe de la boucle, GPGRAF pour le VIH-1 
LAI est GPMAWY chez le VIH-1 (vau)- Ce motif de la coHfe est identique £ 
celui de 1'isolat du groupe O camerounais HIVawtto (Van den Heasevelde, 
et al. 1994), mais est different de celui de I'autre isolat du groupe O, 
HlVimvpsiao (Gurtler, et al. 1994), pour lequel le motif est GPMRWR. 

Dans ('ensemble de I'enveioppe, 29 sites de N-glycosylation 
potentiels ont 6te identifies au total, dont 13 sont conserves 
comparativement a d'autres proteines d'enveloppe VIH-1 . On a egalement 
trouv6 19 cysteines conservees au total, ce qui indique que r architecture 
globale de repliement de la proteine est conservde, mais on a trouv6 5 
cysteines non conservees. 

La figure 4 montre l'alignement multiple des peptides 
immunodominants dans le segment extracellulaire de la glycoprot6ine 
d'enveloppe transmembranaire de differents isolats VIH-1. Toutes les 
sequences sont comparees a la sequence de reference VIH-1 LAI. Des 
traits d'union indiquent une identity au VIH-1 LAI. L'alignement a 6t6 
effectue a I'aide du programme PILEUP du progiciel GCG-Wisconsin. 

Dans le programme PILE VP, la strategie de rassemblement 
representee par le dendrogramme est nommee UPGMA, qui signifie en 
anglais « Unweighted pair-group method using arithmetic averages » 
(Smith, P.H.A. Sokal, R.R. (1973) dans Numerical Taxonomy (p.p. 230- 
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234). W.H. Freeman and Company, San Francisco, California, USA). 
Chaque alignem nt en pair de PILEVP utilise la methode d Needleman t 
Wunsch (Journal of Mol cular Biology 48 ; 443-453 (1970)). 

Comme le montre la figure 4, la sequence d'acides amines de 
I'epitope immunodominant-de la-portion-exterieure de la-proteine— TM 
(Gnann, et at. 1987) est sensiblement differente de celle d'autres isolats 
VIH-1 et VIH-2. Toutefois, elle a garde la plupart des acides amines qui se 
sont reveles conserves entre les virus VIH-1 et VIH-2. 

On a trouve que certains acides amines particuliers n'etaient 
conserves qu'entre ies virus du groupe 0 : tel est le cas de la lysine en 
position 21 sur un peptide de 26 acides amines, de la threonine en position 
7 et de I'asparagine en position 11. Ces differences pourraient expliquer 
I'absence de detection d'antigenes d'enveloppe VIH-1 classiques par un 
des serums de la patiente VIH-1 (vau> et egaiement probablernent par celui 
de patients infectes par d'autres virus de groupe O. Globalement, la 
comparaison entre les sequences d'enveloppe VIH-1 LAI et VIH-1 ^ m a 
montre une identite de 50 %. La sequence d'enveloppe VIH-1 (vau) a 
egaiement ete compares a celle d'autres representants HIV dont les deux 
membres du groupe O du VIH-1 decrits et sequences : VIH-1 antto et VIH- 
Imvpsiw. et SIV. Les resultats de cette analyse, preserves sur le Tableau 1, 
etablissent que le VIH-1 <vau> appartient au groupe O. L'enveloppe VIH- 
1(vau> est identique a 70 % a l'enveloppe VIH-1 ant7o et identique a 71 % a 
VIH-1 M^eo Parmi les sous-types VIH-1 les plus courants, I'identite au 
niveau de l'enveloppe est comparable, allant de 74 % a 80 % 
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La relation ntre le VIH-1 (vau), tfautres membres de ia 
phylogenie des VIH-1 et les deux virus recemm nt d6crits du groupe O a 
6t analysee par construction d'un arbre phylogenetique de parcimonie 
non ponderee £ I'aide de la sequence nucleotidique de la region 
5 transmembranaire env. Le resultat de cette analyse est represents sur ia 
fig. 5 dans laquelle les nombres indiquent le nombre de changements 
nucleotidiques. La figure 5 montre que le VIH-1 (vau) est £ peu pres 
equidistant des deux autres virus du groupe O, et que, globalement, ces 
trois virus semblent etre approximativement equidistants les uns des 

10 autres. En effet, le nombre de changements nucleotidiques entre le 
VIH-1 MVP5180 et le VIH-1 <vau) est de 218 dans le segment de genome 
analyse, alors que la distance est de 183 entre le VIH-1 mvpsiw et le VIH- 
Iaktto, et de 213 entre le VIH-1 antto et le VIH-1 <vau> Ce profil de 
divergence est tres similaire a ce qu'on trouve dans I'ensemble des autres 

is sous-types VIH-1, ou le nombre de changements nucleotidiques uniques 
que Ton trouve entre deux sous-types distincts va de 1 57 (sous-type E au 
sous-type F) a 219 (sous-type A au sous-type D). 

Le tableau 1 montre la comparison des sequences 
d'enveloppe de drfferents virus apparentes au VIH-1. Les nombres 

20 indiquent le pourcentage d'identite en acides amines entre des sequen- 
ces d'enveloppe, tels qu'ils ont 6te calcules d I'aide du programme GAP 

du progiciel GCG-Wisconsin. *: pour le HIV A mt7o, seule la proteine 
d'enveloppe externe a ete utiiisee dans la comparaison 

25 Compositions comprenant des antigenes VIH-1 (vau) 

De fagon generale, ['invention conceme toute composition 
utiiisable en detection in vitro de la presence dans un fluide biologique, 
notamment de personnes ayant 6te mises au contact du VIH-1 <vau>, ou 
danticorps contre Tun au moins des antigenes VIH-1 <v AU) . Cette 

30 composition petit etre appliquee au diagnostic selectif de r infection par un 
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VIH-1 du groupe O, n mettant en oeuvre d s techniques de diagnostic 
telles qu'elles sont decrites dans I s demand s de br v t EP 84401.834 
et EP 87400.151.4. Dans le contexte de la presente invention, on utilise 
tout constituent comprenant des determinants antigeniques capables 

5 d'etre reconnus par des anticorps produits contre le VIH-1 <vau), par 
exemple des antigenes ou peptides recombinants ou peptides synthetises 
chimiquement definis a partir de la sequence de I'enveloppe VIH-1 <vau>. A 
cet egard, I'invention conceme plus particulierement des compositions 
contenant I'une au moins des proteines d'enveloppe du virus VIH-1 <vau>. 

io On mentionnera, a titre d'exemples de compositions, celles qui 
contiennent des proteines, glycoproteines ou peptides de la proteine 
d'enveloppe correspondant a I'ensemble de la region 590-620 de la 
proteine gp41 du VIH-1 (vau> ou aux parties de cette region specifiques du 
VIH-Vau) tels que les peptides -TFIQN- ou -WGCKNR-. 

is L'invention conceme egalement des compositions associant 

des proteines et/ou glycoproteines et/ou peptides VIH-1 <vau>. recombinants 
ou synthetiques. avec des proteines et/ou glycoproteines et/ou peptides - 
VIH-1 et/ou VIH-2 et/ou d'un autre VIH-1 groupe O obtenus par extraction 
ou dans des lysats ou par recombinaison ou par synthese chimique et/ou 

20 de peptides derives de ces proteines ou glycoproteines et susceptibles 
d'etre reconnus par des anticorps induits par le virus VIH-1 et/ou VIH-2 
et/ou VIH-1 , groupe O. 

Les compositions diagnostiques contenant des determinants 
antigeniques capables d'etre reconnus par des anticorps diriges contre le 

25 VIH-1 (vau). en particulier les compositions peptidiques, peuvent etre 
incluses dans ou associees a des compositions ou des trousses deja 
disponibles pour la detection de I'infection par des retrovirus VIH-1 et/ou 
VIH-2, de facon a etendre le spectre de detection des trousses a la 
detection des retrovirus VIH-1 du groupe O. 

30 A titre d'exemples non limitatifs : 
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- soit des prot'ines du noyau (core), particulierement tes 
proteines gag, pol, VIH-1 t VIH-2 ou d s peptides de cell s-ci, et des 
protein soupeptid s d'enveloppe VIH-1 (vau>. 

- soit des glycoproteins d' nveloppe VIH-1 , des 
glycoproteines d'enveloppe VIH-2 et des glyco proteines d'envelo ppe VIH- 

1(VAU), 

- soit des melanges de proteines et/ou glycoproteines VIH-1 , 
de proteines et/ou glycoproteines VIH-2 et de proteines et/ou 
glycoproteines d'enveloppe VIH-1 (vau). 

II est important de noter que, bien que les anticorps de 
patients infectes par des virus VIH-1 groupe O reagissent fortement avec 
des antigenes gag et pol de virus VIH-1 groupe M, leur reactivite est 
pratiquement nulle avec des antigenes d'enveloppe de virus du groupe M. 
II est done important que la composition de la presente invention 
comprenne au moins une proteine ou un peptide d'enveloppe VIH-1 «,*u) 
de facon a ce que ce virus puisse etre detecte avec certitude. 

De telles compositions, utilisees en diagnostic, aident par 
consequent au diagnostic du sida ou des symptdmes qui lui sont 
associes, qui s'etendent sur un plus large spectre des agents etiologiques 
20 responsables. II va sans dire que l utilisation de compositions de 
diagnostic qui ne contiennent que des proteines et/ou glycoproteines 
d'enveloppe VIH-1 (vau> n'en reste pas moins utile pour la detection plus 
selective de la categorie de retrovirus qui peut etre tenue pour 
responsable de la maladie. 

25 

Precedes et trousses de diagnostic defections causees notamment par 
le virus VIH-1 ^au) 

La presente invention concerne un precede de diagnostic in 
vitro de I'infection par les HIV, agents etiologiques du SIDA et de 
30 syndromes apparentes, qui comprend la mise en contact d'un serum ou 
d un autre milieu biologique, provenant d'un patient ou sujet faisant I'objet 
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du diagnostic, avec un composition contenant au moins une prot'ine, 
une glycoprotein ou un peptic! VIH-1(vau>, la detection d une r6actton 
immunologique eventuelle. Des exemples de telles compositions ont 6t6 
decrits plus haut. 

Des mdthodes pr6ferees mettent en jeu, par exemple, des 
reactions immunoenzymatiques de type ELISA ou d'immunofluorescence. 
Les detections peuvent se faire par immunofiuoresence directe ou 
indirecte ou des dosages immunoenzymatiques directs ou indirects. 

De telles detections comprennent par example : 

- le d£p6t de quantites determines de I'extrait ou des 
compositions antig6niques vis£es conformes d la presents invention dans 
les puits d une microplaque ; 

- ['introduction dans chaque puits d un s6rum dilue ou non, 
susceptible de contenir les anticorps dont la presence doit §tre d6tect6e 
in vitro ; 

- I'incubation de la microplaque ; 

- le lavage soigneux de la microplaque avec un tampon 

approprie ; 

- introduction dans les puits de la microplaque d'anticorps 
marques specrftques anti*immunoglobuline humaine, le marquage 6tant 
realise par une enzyme choisie parmi cedes qui sont capables 
d'hydrolyser un substrat de telle sorte que ce dernier subit alors une 
modification de son absorption des radiations, au moins dans une bande 
de longueur d'onde d§terminee t et 

- la detection, de preference de fa$on comparative par 
rapport a un temoin. de importance de I'hydrolyse du substrat en tant 
que mesure des risques potentiels ou de la presence effective de 
rinfection. 

La presents invention est egalement relative a des 
necessaires ou trousses de diagnostic de ('infection par le virus VIH-1<vau>, 
I squels comprenn nt notamm nt : 
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- un xtrait. une fraction plus purifiee, ou un antigene 
synthetiqu derive des types de virus indiques ci-d ssus, cet xtrait 
fraction ou antigene marque, par xemple, d facon radioactive, 
enzymatique, fluorescente ou autre, 

5 . des anticorps antiimmunoglobulines humaines ou une 

proteine A (fixes de facon avantageuse sur un support insoluble dans 
I'eau) telles que des billes par exemple d'agarose) ou des puits de 
microplaque, etc.), 

- eventuellement un echantillon de fiuide biologique ou 
10 cellules obtenu a partir d'un sujet temoin negatif ; 

- des tampons et, le cas echeant, des substrats pour la 
visualisation du marquage. 

L'invention a aussi pour objet des compositions 
immunogenes capables d'induire la formation d' anticorps reconnaissant 
is des antigenes pouvant etre obtenus par synthese chimique ou par 
recombinaison. 

Serologie 

La capacite des anticorps seriques de la patiente infectee 
20 par le VIH-1 (vau> a reagir avec des preparations antigeniques VIH-1 a ete 
evalue a I'aide de diverses trousses disponibles dans le commerce : 
SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR, (GENELAVIA MIXT) ABBOTT, 
WELLCOME, et BEHRING. La reactivity de ces anticorps avec dtfferentes 
proteines VIH-1 a ete examinee a I'aide de la trousse de Western-blot de 
25 SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR, suivant les protocoles recommandes 
par le fabricant. 

Plus precisement, le serum de la patiente a ete examine 
plusieurs fois a I'aide de trousses ELISA specifiques VIH-1. II a d'abord 
ete teste et s'est avere etre positif en 1990, etant note 7,33 (ce chiffre 
30 correspond au rapport de la DO mesuree sur la DO du bruit de fond) avec 
la trousse de SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR. 3,50 avec la trousse 
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ABBOTT t 2,70 avec la trouss WELLCOME. Lore d I'utilisation des 
reactifs specifiques a ta fois du VIH-1 et du VIH-2, I serum a ete note 
1 ,42 avec la trousse Behring et 4,40 avec la trousse WELLCOME. 

La capacite du serum de la patiente a reagir a differentes 

5 dates avec differentes proteines de structure VIH-1 a ete etudie a I'aide 
du dosage par Immunoempreinte LAV BLOT VIH-1, test commercialise 
par SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR. Comma le montre la figure 5 
avec tous les echantillons de serum testes, on n'a remarque qu'une tres 
faible reactivite du serum avec les proteines env VIH-1 gp160 et gp120. 

10 Toutefois, le serum a reagi fortement avec les proteines gag du VIH-1 p55 
(precurseur de gag) et p24 (CA), et avec les produits pol p66 (RT) et p34 
(IN). En immunoempreinte VIH-2, on n'a detecte qu'une tres faible 
reactivite avec la p26 gag. 

Ceci illustre que la detection d'anticorps specifiques du 

15 groupe O avec des trousses de diagnostic serique disponibles dans le 
commerce doit etre soigneusement contr6lee. Bien que des anticorps 
seriques de patients infectes par des virus du groupe O presentent de 
fortes reactions croisees avec les antigenes gag et pol du groupe M, ils 
presentent peu ou pas de reactions avec les antigenes d'enveloppe de 

20 groupe M. On peut, par consequent, supposer qu'une proportion 
significative de ces patients pourrait ne pas etre detectee lors de 
I'utilisation de certaines trousses a base de reactifs antigeniques 
d'enveloppe du groupe M. En effet, dans une etude preliminaire recente 
de plusieurs serums de patients infectes par le groupe O, il a ete trouve 

25 que la capacite de detector des anticorps specifiques du groupe O etait 
tres drfferente selon la trousse de detection utilisee (Loussert-Ajaka, I., 
Ly, T.D., Chaix, M.L., Ingrand, D., Saragosti, S., Courrouce, A.M., Brun- 
Vezinet, F. and Simon. F. (1994). VIH-1/VIH-2 seronegativity in VIH-1 
subtype O infected patients. Lancet. 343. 1393-1394.). Ceci implique 

30 qu'une etude soignee et poussee de la reactivite d un grand nombre de 
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serums du group© 0 avec toutes les trousses d diagnostic disponibles 
sur la marche st necessaire. 

Compositions compr nant des anticorps polycionaux ou monoclonaux 
5 prepares a partir des antigenes recombinants ou synthetiques du virus 
VIH-W 

Linvention conceme un serum susceptible d'etre produit 
chez ('animal par inoculation a celui-a du VIH-Vau), particuiierement les 
epitopes antigeniques du VIH-Vau) et plus particuiierement les epitopes 

o antigeniques de la proteine d'enveloppe du virus VIH-1 <vau). ^invention 
concerne plus particuiierement les anticorps polycionaux plus 
specifiquement orientes contre chacun des antigenes, notamment 
proteines ou glycoproteines du virus. Elle conceme aussi des anticorps 
monoclonaux produits par differentes techniques, ces anticorps 

5 monoclonaux etant orientes respectivement plus specifiquement contre 
les differentes proteines du VIH-Vau), particuiierement les proteines 
d'enveloppe du VIH-1(v, A0) . 

Ces anticorps polycionaux ou monoclonaux sont utilisables 
dans differentes applications. On mentionnera essentiellement leur 

) utilisation pour neutraliser les proteines correspondantes, voire inhiber 
I'infectivite du virus entier. Us peuvent egalement etre utilises par exemple 
pour mettre en evidence les antigenes viraux dans les preparations 
biologiques ou pour realiser des operations de purification des proteines 
et/ou glycoproteines correspondantes, par exemple lors de ('utilisation 
dans des colonnes de chromatographie d'afTmite. 

A titre d'exemple, des anticorps anti-enveloppe ou des 
anticorps anti-gag sont des reactifs utilisables en diagnostic, en particulier 
pour la detection de particules VIH-1 groupe O par ELISA de capture 
dantigene. 

L' invention concerne des anticorps diriges contre un ou des 
antigenes du virus VIH-1 m{i ) produits a partir de sequences d'acides 
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amines du VIH-1 <vau>- Des techniqu s d'obt ntion d'anticorps a partir 
d'epitopes antigeniques semblables aux epitopes antigeniques du virus 
VIH-Vau) de la presente invention ont 6t6 decrites precedemment. 

La technique de preparation d'anticorps decrite dans la 
publication de ULMER et al., 1993 peut etre utilisee par I'homme du 
metier pour preparer les anticorps de la presente invention, ies 
modifications permettant d'adapter cette technique aux antigenes de la 
presente invention faisant partie des connaissances de I'homme du 
metier. 

Etude de I'immunoreactivite du peptide vau 

L'immunoreactivite du peptide vau a ete verifiee, apres avoir 
prepare des plaques ELISA experimentales, selon un protocole etabli 
pour un test de screening des anticorps anti-HIV. Ce test repose sur ia 
detection d'une phase solide preparee avec ie peptide mimant I'epitope 
immunodominant de ia glycoproteine d'enveloppe du virus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O, isolat VAU. La mise en oeuvre du test a ete calquee 
sur le protocole propose par la trousse GENELAVIA® MIXT, avec les 
reactifs de cette trousse 

Les donnees experimentales rassemblees dans les deux 
tableaux des figures 21 et 22 demontrent que : 

a) les quatre serums preleves chez des patients 
contamines par le virus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O sont tres 
reactifs sur le peptide vau ; 

b) les dix serums censes preleves chez des patients 
contamines par le virus VIH-1 (groupe ou sous-groupe) 0, parmi les 19 
serums transmis par I'lnstitut Pasteur de Yacounde sont egalement 
fortement reactifs sur ce meme peptide ; 

c) les serums (4 echantillons) preleves chez des sujets 
contamines par le virus VIH-1 sous-type B (en phase aigud) ne sont pas 
reactifs sur le peptide vau ; 
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d) les serums pr6l ves chez des donn urs de sang 
asymptomatiques (48 echantillons testes) ne sont pas reacttfs sur te 
peptid vau ; Ces donn£es expdrim ntaies, bien que Iimit6es (vu la 
paupicite des Echantillons positifs n anticorps VIH-1 groupe (ou sous- 
5 groupe 0) attestant de la sensibilite et de la speciftcite du peptide 
s6lectionn6. 

De ce qui precede, il rEsutte que I' invention conceme aussi 
la detection du virus VIH-1 (vau> ou d'un variant grdce £ la mise en oeuvre 
des anticorps decrits precedemment dans un procede faisant appel a 
10 differentes eta pes, ces etapes etant specifiquement prevues pour faire 
apparaltre les proprietes caracteristiques du virus VIH-1 <vau> 

L* invention concerne aussi la detection du virus VIH-1 (VM) par 
hybridation moleculaire. 

D une fa$on generate, ce procede de detection du virus VIH- 
15 1(vau> ou d un variant dans des echantillons de serum ou d'autres liquides 
biologiques ou tissus, obtenus a partir de patients susceptibles d'etre 
porteurs du virus VIH-1 (vau> comprend les Etapes suivantes : 

- la fabrication d'au moins une sonde eventual I ement 

marquee ; 

20 - au moins une etape d'hybridation conduite dans des 

conditions permettant ('hybridation par mise en contact de I'acide 
nucleique de I'echantillon du patient suspect avec ladite sonde marquee 
et eventuelle immobilisation du complexe forme sur un support solide 
approprie, 

25 - le cas echeant lavage dudit support solide avec une 

solution de lavage adequate, 

- la detection dudit complexe et done de la presence ou non 
du virus VIH-1 (vau> par methode appropriee de detection connue de 
rhomme du mdtier. 

30 Dans un autre mode de realisation prefere du proc6de selon 

invention, I'hybridation precit 'e est conduite dans d s conditions non 
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stringent s t le lavage du support (membrane) est realist dans d s 
conditions adaptees a cell s de ('hybridation. 

En utilisant une serologie ou une technique damnification 
genique telle que la Polymerase Chain Reaction (PGR) specifique, 
('importance de I'epidemie VIH-1 du groupe O a 6te evaluee precisement. 
II a 6t6 trouve que 5 a 10 % de patients infectes par un VIH-1 au 
Cameroun sont en r6alit6 infectes par des virus du groupe O. Toutefois, d 
part I'isolat de virus dealt id, la propagation de virus du groupe O en 
dehors de I'Afrique de I'Ouest Centrale n'a pas <§te documentee. La 
patiente chez qui le VIH-1 <vau> a 6te isole a toujours vecu en France et n'a 
jamais voyage en Afrique. Jusqu'ici, nous n'avons aucune preuve precise 
concernant I'origine de son infection, mais ce cas indique qu'une certaine 
propagation des virus du groupe O en Europe s'est deja produite. 

L'invention conceme en outre un proc6d6 de detection et de 
discrimination dans un 6chantillon biologique entre des anticorps 
caracteristiques d'un r6trovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et des 
anticorps caracteristiques d'un retrovirus du type VIH-1 -M caracterise par 
la mise en contact de cet echantillon biologique avec un peptide ne 
reagissant pas aux anticorps caracteristiques d'un r6trovirus du type VIH- 
1-M, notamment un choisi parmi ies peptides (1), (2), (3), (4), (5bis), 
(5ter) ( (9) et (10) ci-dessus decrits. 

Egaiement, I'invention concerne un precede de detection et 
de discrimination dans un echantillon biologique entre des anticorps 
caracteristiques d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et des 
anticorps caracteristiques d'un r6trovirus du type VIH-1 -M caracterise par 
la mise en contact de cet echantillon biologique avec ie peptide issu de 
fun des virus VIH-1 M pris en consideration dans Ies figures 8 et 9 
homologue d'un peptide choisi parmi Ies peptides (1), (2), (3), (4), (5bis), 
(5ter), (9) et (10), la sequence de ce peptide homologue resultant des 
alignements v rticaux de ses propres acides amines successifs eux- 
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memes contenus dans la sequence peptidique pertinente relative au virus 
VIH-1 -M correspondant t repr's nte dans la figure 8 ou 9 avec les 
acides amines succ ssifs de la sequ nee du peptide choisi, telle qu'elle 
decoule aussi de la figure 8 ou 9. 

-5 

Selon la presente invention, le precede de detection et de 
discrimination entre infection par un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe) O et un retrovirus VIH-1 sous-groupe M est caracterise par la 
mise en contact de serum issu des personnes soumises a un test de 
10 diagnostic de SIDA, notamment avec le peptide RILAVERY. 

En outre, le procede de detection d'infection due soit a un 
retrovirus VIH-1 sous-groupe 0, soit VIH-1 sous-groupe M, est caracterise 
par I'utilisation de melanges de deux categories de peptides, ceux de la 
premiere categorie correspondant aux peptides (1), (2), (3), (4), (5bis). 
is (5ter) (9) et (10). 

Par ailleurs, le procede de discrimination entre une infection 
due a un retrovirus VIH-1 -O DUR, et une infection due a un autre type de 
retrovirus VIH-1 -O, est caracterise par la mise en contact de I'echantillon 
biologique etudie avec I'un quelconque des peptides (11) a (15) ou des 
20 peptides (17) a (20) 

Alternativement il s agit d un procede de discrimination entre 
une infection par un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et un 
retrovirus VIH-1 sous-groupe M mettant en oeuvre une serine protease 
dont Taction de ciivage s'effectue au niveau d'un dipeptide SR et 
25 comprenant la detection d'un ciivage ou d'un non-clivage de la boucle V3 
de la gp 120 du retrovirus selon que ce retrovirus est un retrovirus VIH-1 
groupe (ou sous-groupe) O ou un retrovirus VIH-1 sous-groupe M. 

L' invention concerne en outre une composition pour la 
detection et la discrimination dans un echantillon biologique entre un 
30 retrovirus VIH-1 sous-groupe M et un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe) O, comprenant un melange de deux categories de peptides, la 
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pr miere etant notamment ceux identifies (1), (2), (3), (4), (5bis), (5t r), 
(9) at (10). 

Entrant egaiement dans le cadre da la presente invention les 
anticorps monoclonaux specifiques des s6quenoes de chacun des 
peptides (1) ^ (20). 

L'invention conceme 6galement un plasmide choisi parmi 
ceux qui ont 6te deposes d ia CNCM le 24 F6vrier 1995 sous les 
references 1-1548, 1-1549 et M550. 

L'invention vise egaiement des acides nucieiques contenant 
une sequence codant chacun des peptides (1) d (20) d6finis dans la 
presente invention. 

Parmi les sequences d'acides nucl6iques pr6ferees on 
choisira notamment les sequences nucteotidiques representees aux 
figures 10, 11 ou 12. 

L'invention a egaiement trait aux vecteurs contenant un 
acide nucleique tel qu'il est defini ci-dessus 

L'invention vise egaiement des cellules susceptibles de 
contenir Tun quelconque desdits acides nucieiques ou desdits vecteurs. 

La presente invention conceme egaiement un virus tel que 
celui depose le 23 Fevrier 1995 la CNCM sous la reference 1-1542. 

Un virus entrant egaiement dans le cadre de l'invention est 
un virus de m§me groupe que le precedent, caractdrise en ce que des 
peptides consensus de ce virus sont reconnus par des anticorps 
reconnaissant specifiquement un polypeptide ou un peptide 
precedemment d6fini. 

L'ARN genomique de ce virus entre egaiement dans le cadre 

de l'invention. 

Entre egaiement dans le cadre de l'invention, un necessaire 
ou trousse de detection d'anticorps dans le serum ou tout autre 
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6chantillon biologique de patient susceptibl d'dtre infects par un 
r ' trovirus humain du type HIV, caract ' rise en ce qu'il compr nd : 

- au moins un polypeptid ou un peptid ayant notamment 
pour sequence une d s sequences (1)6 (20) pr ' cedemment d ' crites. 

_5 - cte^ moyans permettant l a reaction de formation du 

complexe immunologique entre le(s) polypeptide(s) ou le(s) peptide(s) et 
les anticorps eventuellement presents dans I'echantillon biologique a 
tester, par exemple si besoin un ou plusieurs tampons d' incubation, 

- un echantillon temoin negatrf, 

io - des moyens de revelation du complexe antigene/anticorps 

forme. 

Egalement selon I'invention, cette trousse contient, en outre, 
au moins un polypeptide ou un peptide consensus derive d'une autre 
souche HIV ou d'un polypeptide ou d'un peptide comprenant, 

15 soit une sequence d'acides amines distincte de la sequence 

de ce polypeptide ou peptide dans laquelle un ou plusieurs acides amines 
sont substitues par d'autres acides amines sous reserve que le 
polypeptide ou le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum contre 
ie polypeptide ou le peptide consensus, 

20 soit une sequence d'acides amines dans laquelle un ou 

plusieurs acides amines ont 6te supprimes ou ajoutes sous reserve que le 
polypeptide ou le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum contre 
le polypeptide ou le peptide consensus. 

Pr6ferentiellement ( une trousse selon Tinvention contiendra, 

25 en outre, au moins un polypeptide ou un peptide derive d'une autre 
souche HIV t de preference la souche HIV-LAI. 

^invention conceme egalement une composition 
polypeptidique pour le diagnostic in vitro d une infection due a un 
retrovirus selon T invention, ou a un de ses variants ce diagnostic 

30 s'effectuant dans un echantillon biologique susceptible de contenir les 



FEUILLE DE REW1PLACEMENT (REGLE 26) 



^ BNSDOCID:<WO 9612809A2> 



WO 96/12809 



PCT/FR95/01391 



43 

anticorps formes apres ladite infection. Cette composition st caracterisee 
en ce qu'elle compr nd au moins Tun des peptides (1) a (20). 

L'echantillon biologique peut etre constitue notamment de 
sang, de plasma, de serum ou de tout autre extrait biologique. Les 

5 compositions ci-dessus sont utilisables pour la detection d'anticorps dans 
un des echantillons biologiques susdits. 

L'invention vise done egalement une methode de diagnostic 
in vitro d'une infection due specifiquement a un retrovirus du type HIV, 
caracterisee par les etapes de : 

10 . mise en contact d'un echantillon biologique susceptible de 

contenir des anticorps produits a la suite d'une infection par un retrovirus 
VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, avec un peptide tel que precedemment 
defini, ou avec une composition peptidique telle que precedemment 
definie, dans des conditions appropriees permettant la formation d'un 

15 complexe immunologique du type antigene/anticorps, 

- detection de I'eventuelle presence du complexe. 
L'invention concerne par ailleurs une composition 

immunogene, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un peptide 

en association avec un vehicule pharmaceutique acceptable pour la 
20 constitution de vaccins. 

L'invention se rapporte egalement a un procede de 

preparation des proteines de capside et des glycoproteines gp41 et 

gp120 dune souche retroviral selon l'invention, le procede etant 

caracterise par les etapes suivantes : 
25 - lyse des cellules infectees par un retrovirus VIH-1 selon 

l'invention et separation du sumageant et des cellules infectees ou lyse 

des culots viraux prepares par centrrfugation, 

- depot de lextrait cellulaire et/ou de I'extrait viral sur 
immuno-adsorbant contenant des anticorps purifies, obtenus a partir d'un 

30 serum de sujet infecte par un retrovirus selon l'invention, et fixes 
avantageusement sur un support adapte, ledit serum de sujet infecte 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



BNSDOCID:<WO 9612809A2> 



WO Vb/lZHUy 



44 

ayant la capacity d reagir fortement avec des proteines d 1 nveloppe du 
virus selon r invention, 

- incubation en pr's nee d'un tampon t pendant un temps 
suffisamment long pour obt nir la f rmation d un complexe 
immunolog iq ue antig6ne/anticorp s, 

- lavage de I'immuno-adsorbant avec un tampon pour 
6liminer les molecules non retenues sur le support, 

- recuperation des prolines antig6niques recherchees. 
Selon un premier mode de realisation de ce procede de 

preparation, la separation et la recuperation des proteines de capside et 
des glycoprotdines gp41 et gp120 de VIH-1 DUR sont faites par 
electrophorese et par electroreduction des proteines. 

Selon un autre mode de realisation de ce proc6de de 
preparation, la recuperation des proteines est obtenue par : 

- 6lution des proteines fixees sur I'immuno-adsorbant ci- 

dessus, 

- purification des produits ainsi 6lues sur une colonne de 
chromatographie contenant, fixes sur le support de separation, des 
anticorps reconnaissant les proteines de capside et les glycoproteines 
gp41 et gp120 de VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR. 

Entre egalement dans le cadre de I'invention, un procede de 
production d'un polypeptide ou dun peptide selon I'invention, ce 
polypeptide ou peptide etant obtenu 

- soit par I'expression d'un acide nucleique de Tinvention, 

- soit par synthese chimique, par addition d'acides amines 
jusqu'd I'obtention de ce polypeptide ou de ce peptide. 

Les principes et les procedes classiques du genie 
gen6tique peuvent 6tre ici utilises ( « Molecular cloning », Sambrook, 
Fritsch, Maniatis, CSH 1989) 

Entre egalement dans le cadre de Tinvention, un procede de 
production d f un acide nucleique preced mment ddfini, pouvant etre 
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produit soit par isolement a partir d'un virus de I'invention, soit par 
synthase chimique, soit en utilisant des techniques d'amplffication in vitro 
des acides nucleiques a partir d'amorces sp6cifiques. 

Des amorces oligonucl6otidiques egalement selon 
r invention ont une sequence consistant en au moins huit nucleotides 
consecutifs des sequences nucleotidiques suivantes: 

ATT CCA ATA CAC TAT TGT GCT CCA -3' 
AAA GAA TTC TCC ATG ACT GTT AAA -3* 
GGT ATA GTG CAA CAG CAG GAC AAC-3' 
AGA GGC CCA TTC ATC TAA CTC-3 1 
Ces amorces peuvent 6tre utilisees lors d'un processus 
d'amplification genique, par exemple par PCR ou une technique 
equivalente, d une sequence nucleotidique codant pour un peptide de 
('invention. Des tests effectues avec ces amorces ont foumi des resultats 
concluants. 

Egalement, r invention conceme une trousse permettant 
('amplification par PCR ou une technique equivalente ci-dessus decrite. 

Entre 6ga lenient dans ie cadre de la presente invention, un 
precede de detection de la presence dans un 6chantillon biologique 
d'acide(s) nucleique(s) caracteristique(s) d'une retrovirus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O DUR, y inclus d'un retrovirus selon I'invention. Ce 
precede comprend une mise en contact d'un ADNc forme a partir 
d'ARN(s) contenu(s) dans cet echantillon biologique, dans des conditions 
permettant ('hybridation de cet ADNc avec le genome r6troviral, et la 
realisation d une amplification genique sur cet echantillon viral. 

[.'invention conceme egalement un lysat viral tel qu'ii est 
obtenu par lyse des cellules infectees par un virus selon I'invention 

Un extrait proteique d'une souche VIH-1 (our) (ou VIH-1 ^ AV) ) 
contenant notamment un polypeptide ou un peptide tel que 
precedemment d6fini entre egalement dans le cadre de I'invention. 
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L'invention conceme des peptides particuli rs issus de 
structure de VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR ou de variants de ce 
retrovirus t qui permettent 

soit de discriminer, selon le cas , 

_ 5 - de facon g lobale entre des VIH-1 a p partenant a la 

categorie O et des VIH-1 appartenant a la categorie M, 

- ou plus specifiquement entre des virus appartenant 
au sous-groupe caracteristique du VIH-1 groupe (ou sous-groupe) 0 DUR 
et d'autres virus du sous-groupe 0, 

io soit de au contraire de reconnaitre la plupart, sinon tous les 

retrovirus a la fois du groupe (ou sous-groupe) O et du sous-groupe M. 

Entrent egalement dans le cadre de l'invention les peptides 
correspondants et issus de proteines de structure correspondantes 
d'autres virus du VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O ou VIH-1 sous-groupe 

is M, en particulier ceux derives des proteines de structure GAG, gp120 et 
gp41 dont des parties sont indiquees dans les dessins, ces peptides 
homologues decoulant de ieur mise en alignement, comme il resulte 
aussi des dessins avec les peptides issus du VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe) O DUR , plus particulierement identifies dans le present texte. 

20 Par voie de symetrie, certains peptides homologues peuvent 

etre mis en oeuvre dans ceux des essais qui permettent de proceder aux 
susdites discriminations, etant alors entendu qu'ils sont aiors utilises en 
lieu et place des peptides correspondants, issus des proteines de 
structure GAG, gp120 et gp41 . 

25 

Determination ^oligonucleotides soecifiaues du aroupe O, 
A I'aide de la sequence VAU et de sa correlation aux 
sequences MVP5180 et ANT70. on a defini des amorces 
oligonucleotidiques s'efforcant d'etre specifiques du sous-groupe 0 dans 
30 son entierete pour la region V3 et la region gp41. Celles-ci ont permis 
d' amplifier la souche DUR et ont en consequence constitue une solution 
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au problem d'amplification r ncontre. La position ainsi que la sequ nee 
de ces amorces HIV sous-groupe O sont representees a la figure 13. Ces 
amorces permettent Tobtention d'une bande d'amplification visible en 
coloration au bromure d'ethidium avec une seule 6tape de 30 cycles de 
5 PCR. Des sequences partielles ont ete obtenues: 

- GAG : 513 paires de bases (171 acides amin6s) = Seq ID 
N°9 

- gp 120 boucle V3 : 525 paires de bases (75 acides 
amines) = Seq ID N°10 

io - gp41 region immunodominante : 312 paires de bases (104 

acides amines) = Seq ID N° 1 1 . 

Les comparaisons nucleotidiques (figure 15) et protidiques 
(figure 16) des sequences DUR aux sequences MVP5180, ANT et VAU 
pour le sous-groupe O, LAI pour le consensus VIH-1 , MAL sequence 

is africaine VIH-1 representative, et CPZ pour le CIV du chimpanz6 

gabonais, montrent que DUR est aussi eloigne des autres VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O publies que ceux-ci le sont entre eux. 

Les differences sont moindres dans la region GAG et 
maximales dans la region de la boucle V3 de gp120, ou la comparaison 

20 proteique atteint 40% de difference (figure 16). Les arbres phylogeniques 

confirment d une part que la souche DUR fait partie du sous-groupe O, et 
d'autre part I'importance des differences entre les diverses souches O 
decrites, sans pour autant que des embranchements de sous-types ne se 
degagent nettement (figure 17) . 

25 

Comparaison des sequences GAG : 

Lors de la comparaison de la sequence GAG obtenue aux 
deux autres souches O publiees ANT70 et MVP5180 ainsi qu'aux 
sequences representatives du groupe M (figure 8), on a pu constater qu'il 
30 existe un consensus O sur plusieurs zones, distinct du consensus M dans 
les memes zones. On peut aussi relever deux zones hyper-variables, plus 
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variables pour O que pour M, et queiques differences ponctuell s pour 
Tun ou I'autre souche. Neanmoins, I s regions SPRT....SEGA, 
MLNA1....KEVIN, GPLPP....QQEQI, VGD....SPV paraissent discriminatives 
du cons nsus O versus le consensus M. 

5 Les regions QQA et LWTTRAGNP sont des regions hyper- 

variables. La souche VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O OUR se 
singularise en trois positions vis-a-vis du consensus M et O (L pour I et 2 
fois pour E) et prend un acide amin6 sp6cifique en trois positions hyper- 
variables isolees V position L9 ; A position A77 ; L position 110. 

20 En outre, il est possible de d6finir dans la region GAG des 

segments communs au groupe O et au groupe M tels que 
SPRTLNAWVK, GSDIAGTTST et QGPKEPFRDYVDRF. 

Comparaison des sequences de la boucle V3 

13 Cette etude comparative a rdvdle des differences 

considerables atteignant 56% de differences proteiques avec le 
consensus VIH-1 sous-groupe M, et 35 a 42% avec les autres VIH-1 
groupe (ou sous-groupe) 0. 

Les alignements de sequences peptidiques des regions de 

20 la boucle V3 de gp120 et de la region immunodominante de gp41 est 
donne a la figure 9. La sequence de I'interieur de la boucle V3 de la 
souche DUR differe substantiellement de celle du consensus VIH-1 sous- 
groupe M. Elle partage le motif GPMAWYSM avec les souches VAU et 
ANT70 mais pas avec la souche MVP qui presente deux substitutions : R 

25 pour A et R pour Y. 

Les parties gauche et droite du reste de la boucle V3 sont 
nettement differentes de tous les autres HIV connus et ne laissent pas 
supposer d'autres reactivites croisees. De plus, la boucle V3 de DUR est 
plus longue d'un acide amine que les autres sequences O, elles-memes 

30 plus longues d'un autre acide amine que les sequences de groupe VIH-1 
M. 
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Comoaraison des alianements concernant la reoion 
immunodominante de la Qt>41 

La « mini boucle » de la souche DUR, de sequence 
CRGKAIC, s'est av6ree 6tre tres specifique de cette souche : elle 
constituerait una epitope (voir figure 9). En outre, cette sequence serait 
susceptible d intervenir dans la modification des conditions de depiiage 
de la glycoproteine gp41 t et en consequence dans I'infectuosite de la 
souche. 

Une tongue sequence de 11 acides amines flanquant a 
gauche cette boucle est identique £ la sequence VAU. On peut noter un 
polymorphisme de la souche DUR pour une position S ou T selon les 
clones analyses. 

Sont egalement representes dans la figure 9 des peptides 
correspondants issus d'autres souches r6troviraies connues. 

La souche DUR permet egalement de d6finir un consensus 
HIV sous-groupe O de la region gp41 dont plusieurs regions homologues 
suffisamment longues pourraient 6tre utilisees. Ces regions homologues 

sont entre autres: RL*ALET,QNQQ, LWGC, CYTV (* representant un 
acide amine variable) . 

Correlations serolooiaues : 

L'anti serum anti-DUR ne reagit pas avec les peptides de la 
boucle V3 du consensus VIH-1-M, du VIH-1 MAL ( du VIH-1 CP2 ou du 
VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O MVP5180, mais reagit cependant avec 
le peptide de la boucle V3 de IVIH-1-O ANT70. Concernant la region 
immunodominante gp41, il ne reagit pas avec le consensus VIH-1 sous- 
groupe M « classique », mais reagit cependant, faiblement mais de fagon 
surprenante, avec le consensus VIH-1 sous-groupe M 6tendu a droite. 
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REVENDICATIONS 



1. Proteine de retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) 
O, ou polypeptide ou peptide nature! ou synthdtique comprenant au moins 

5 une partie de ladite proteine, susceptible d'dtre reconnue par des 
anticorps isolables a partir de serum obtenu suite a une infection par une 
souche VIH-1 groupe O VAU, ou une souche VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe) O DUR. 

2. Proteine, polypeptide ou peptide selon la revendication 
10 1 caracterisee en ce qu'elle peut Stre obtenue par ('expression dans un 

hote cellulaire d une sequence nucleotidique plus particulierement ADN et 
fragments d'ADN clones pouvant Stre obtenus a partir de TARN, de ADNc 
ou d'amorces utilisables pour I' amplification genique, derives de TARN ou 
de I'ADN du retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, ladite sequence 

15 nucleotidique etant caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence 
correspondant d Seq ID N° 5 ainsi que toute portion de cette sequence ou 
variant de cette portion susceptible de s'hybrider avec I'ADN ou I'ARN 
correspondant du virus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, et en ce que 
ladite proteine comprend la sequence d'acides amines comprise entre ies 

20 residus 1 et 526 de Seq ID N° 6 ainsi que tout peptide, polypeptide, 
glycoproteine ou variant derive de ladite sequence ayant un epitope 
susceptible d'etre reconnu par des anticorps induits par le virus VIH-1 <vau). 

3. Proteine, polypeptide ou peptide selon la 
revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle peut §tre obtenue par 

25 ('expression dans un hdte cellulaire d une sequence nucleotidique selon la 
revendication 1, et en ce que ladite protdine comprend la sequence 
d acides amines comprise entre Ies residus 527 £ 877 de Seq ID N° 7 ainsi 
que tout peptide, polypeptide, glycoproteine ou variant derive de ladite 
sequence ayant un epitope susceptible d'etre reconnu par des anticorps 

30 induits par le virus VIH-1 
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4. Polypeptide ou peptide selon la revendication 1 £ 3, 
caracteris ' en ce qu'il comprend la sequence CKNRLIC ou en particulier la 
sequence RLLALETFIQNWWLLNLWGCKNRLIC ou un variant de cette 
sequence tel que la sequ nee RLWALETLIQNQQRLNLWGCKGKLIC, la 

5 sequence RLLALETLLQNQQLLSLWGCKGKLVC, la sequence 
RARLLALETFIQNQQLLNLWGCKNRLICYTSVKWNKT, la sequence 
CERPGNQKIMAGPMAWYS MALSNTKGDTRAAYC ou la sequence 
GPMAWY.. 

5. Peptide synthetique caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
10 fragment d une proteine selon Tune des revendications 1 a 4, en ce qu'il 

est issu de la sequence SEQ ID N° 6 ou de la sequence SEQ ID N° 7 et en 
ce qu'il est reconnu par des anticorps induits contre un r6trovirus VIH-1<vau) 
ou variant de ce fragment capable d'fitre reconnu par des anticorps induits 
par un retrovirus VIH-1(vau). 

15 6. Proteine, polypeptide ou peptide selon la revendication 

1, caracterise en ce que ladite proteine est une proteine du virus VIH-1 
groupe (ou sous-groupe) O <dur), depose le 23 fevrier 1995 a la CNCM 
sous la reference 1-1542 ou un polypeptide ou peptide naturel ou 
synthetique comprenant au moms une partie de ladite proteine ou un 

20 peptide dont la sequence se distingue de celle du precedent par 
substitution, d6l6tion ou addition dacides amines, ce peptide distinct 
conservant neanmoins les caracteristiques antigeniques du precedent. 

7. Peptide selon la revendication 6 comportant au moins 
4 acides amines consecutifs dont la sequence entiere en acides amines 

25 consecutifs est contenue dans la sequence GAG representee a la figure 8 
ou dans une sequence GAG immunologiquement semblable issue d'un 
variant du virus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR, ladite sequence 
immunologiquement semblable etant reconnue par des anticorps 
reconnaissant aussi de fagon specifique au moins Tune des sequences 

30 AHPQQA, LWTTRAGNP contenues dans la sequence GAG de la figure 8. 
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8. Peptide selon la revendication 7, caract rise n ce 
qu'il consiste en un peptide dont la s'qu nee en acides amines est 
contenue, soit dans Tune des sequences suivantes : 

SPRTLNAWVKAVEEKAFNPEIIPMFMALSEGA (1 ) 
5 MLNAIGGHQGALQVLKEVIN (2) 

GPLPPGQIREPTGSDIAGTTSTQQEQI (3) 

IPVGDIYRKWIVLGLNKMVKMYSPVSILDI (4) 

QGPKEPFRDYVDRFYKTKLAE (5) 

AHPQQA (5 bis) 
o LWTTRAGNP (5ter), 

soit dans la sequence tmmunologiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
consecutifs de Tune desdites sequences. 

9. Peptide selon la revendication 8, caractehse en ce 
5 qu'il consiste en un peptide dont la sequence en acides amines est 

contenue soit dans Tune des sequences suivantes : 

SPRTLNAWVK (6) 

GSDIAGTTST (7) 

QGPKEPFRDYVDRF (8) 
o soit dans la sequence immunoiogiquement semblable 

correspondante, ce peptide comportant au moins quatre acides amines 
consecutifs de Tune desdites sequences. 

10. Peptide selon la revendication 8, caractense en ce 
quit contient la sequence en acides amines suivante : 

5 NPEI (9) 

11. Peptide selon la revendication 8, caractehse en ce 
qu'il contient la sequence en acides amines suivante : 

AVEEKAFNPEIIPMFM (10) 

12. Peptide selon la revendication 6, comportant au moins 
) 4 acides amines consecutifs, dont la sequence entiere est contenue dans 

la sequence de la region de la boucle V3 de la gp120 representee a la 
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figure 9 ou dans la sequ nee corr spondante immunologiquement 
semblable, issue d'un variant du virus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) 0 
DUR, ladit sequence immunologiquem nt sembtabl etant reconnue par 
d s anticorps r connaissant aussi d facon specifique au moins Tune des 
s sequences : 

KEIKI (12), 

EREGKGAN (13). 

CVRPGNNSVKEIKI (14), 

QIEREGKGANSR (15). 
io 13. Peptide selon la revendication 12 contenant : 

a) soit la sequence 
CVRPGNNSVKEIKIGPMAWYSMQIEREGKGANSRTAFC (11) ou une 
partie de cette sequence qui contienne au moins 4 acides amines 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
15 sequence de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont 

substitues par deux acides amines sous reserve que le peptide conserve 
sa reactivite avec un antiserum contre le susdit peptide, 

c) soit une sequence d'acides amines distincte selon a) ou b) 
dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont ete supprimes ou ajoutes 

20 sous reserve que le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum 
contre le peptide de a), 

d) soit la sequence ou partie de sequence 
immunologiquement semblable correspondante. 

14. Peptide selon la revendication 13 qui contient la 
25 sequence KEIKI (12). 

15. Peptide selon la revendication 13 qui contient la 
sequence EREGKGAN (13). 

16. Peptide selon la revendication 13 ou 14 qui contient 
soit la sequence d'acides amines CVRPGNNSVKEIKI (14), soit la 

30 sequence QIEREGKGANSR (15). 
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17. Peptide s Ion la r vendication 13, qui comprend la 

sequence GPMAWYSM (16). 

18. Peptide selon la revendication 6, comportant au moins 
4 acides amines consecutifs, dont la sequence entiere est contenue dans 

5 la sequence de la region immunodominante de la gp41 representee a la 
figure 9 ou dans la sequence correspondante immunologiquement 
semblable, issue d'un variant du virus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O 
DUR, ladite sequence immunologiquement semblable etant reconnue par 
des anticorps reconnaissant aussi de facon specifique au moins Tune des 

10 sequences : 

RLLALETLMQNQQL (17), 
LNLWGCRGKAICYTSVQWNETWG (18), 

CRGKAI (19). 
SVQWN (20), 

15 RLLALETLMONQQLLNLWGCRGKAICYTS (21), 

QNQQLLNLWGCRGKAICYTSVQWN (22). 

19. Peptide selon la revendication 18, contenant la 
sequence RLLALETLMQNQQL (17) LNLWGCRGKAICYTSVQWNETWG 
(18) ou partie de ce peptide contenant : 

20 a) soit la sequence CRGKAI (19), soit la sequence SVQWN 

(20) dans laquelle Q est le cas echeant remplace par un acide amine 
different, neanmoins different aussi de K, soit les deux sequences a la fois, 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont 

25 substitues par deux acides amines sous reserve que le peptide conserve 
sa reactivite avec un antiserum contre le peptide de a), 

c) soit une sequence d'acides amines distincte selon a) ou b) 
dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont ete supprimes ou ajoutes 
sous reserve que le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum 

30 contre le peptide de a), 
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d) soit dans la s quence ou parti de sequence 
immunologiquem nt s mblable correspondante. 

20. Peptide selon la rev ndication 19, caracterise en ce 
que sa sequence N terminal qui conti nt au moins 8 acid s amines, n est 

5 pas immunologiquement reconnue par des anticorps formes contre la 
sequence RILAVERY contenue dans la region immunodominante de la 
gp41 de la souche VIH-1-LAI. 

21. Peptide selon la revendication 19, caracterise en ce 
qu'il n'est pas reconnu par des anticorps formes contre le peptide SGKLIC 

io de la souche VIH-1 -LAI 

22. Peptide selon la revendication 19, caracterise en ce 
qu'il contient Tune ou I' autre des deux sequences suivantes : 

RLLALETLMONQQLLNLWGCRGKAICYTS (21) 
QNQQLLNLWGCRGKAICYTSVQWN (22) 

15 23. Sequence nucleotidique, plus particulierement AON et 

fragments d'ADN clones pouvant dtre obtenus a partir de I'ARN, de ADNc 
ou d'amorces utilisables pour 1'amplification genique, derives de TARN ou 
de TADN du retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O t ladite sequence 
nucleotidique 6tant caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence 

20 correspondant & Tune des sequences Seq ID N° 5, Seq ID N° 9, Seq ID N° 
10 ou Seq ID N° 11 ainsi que toute portion de cette sequence, notamment 
les sequences codant les proteines polypeptides ou peptides de Tune 
quelconque des revendications 8 a 22 ou variant de cette portion 
susceptible de s'hybrider avec I'ADN ou TARN correspondant du virus VIH- 

25 1 groupe (ou sous-groupe) O. 

24. Sequence nucleotidique selon la revendication 23, 
caracterisee en ce qu'il s'agit dADN ou de fragments d'ADN obtenus a 
partir de TARN, de ADNc ou d'amorces pour ('amplification genique, 
derives de TARN ou de IADN du retrovirus VIH-1 <vau), ou VIH-1 <dua). la 

30 sequence comprenant l enchainement correspondant a Seq ID N° 5 ainsi 
que toute portion de cette sequence ou variant de cette portion susceptible 
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de s'hybrider av c I'ADN ou I'ARN correspondant du virus VIH-1 (VAU)t ou la 
sequence comprenant renchainement correspondant £ Seq ID N° 9 ou 
Seq ID N° 10 ou S q ID N° 11, ainsi que toute portion de cett sequence 
ou variant de cette portion susceptible d'hybrider avec I'ADN ou TARN 

5 correspondant du virus VIH-1 <our). 

25. Sequence nucleotidique selon la revendication 23 ou 
la revendication 7, caract6ris6e en ce que ladrte sequence est choisie 
parmi le groupe de sequences correspondant & Seq ID N° 1 , Seq ID N° 2, 
Seq ID N° 3 et Seq ID N° 4. 

10 26. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle 

comprend renchainement de nucleotides correspondant £ SEQ ID N° 7 et 
en ce qu elle code I'integrase d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe) O, en particuiier d'un retrovirus VIH-1 <vau> ou sequence 
nucleotidique s'hybridant avec la sequence contenant renchainement SEQ 

15 ID N° 7. 

27. Oligonucleotide comprenant au moins 9 nucleotides, 
tel qu'obtenu a partir d'une sequence nucleotidique selon Tune quelconque 
des revendications 23 a 26, susceptible d'etre utilisee comme amorce pour 
Tamplification genique d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O. 
20 28. Oligonucleotide selon la revendication 27 ayant une 

sequence consistant en au moins neuf nucleotides consecutifs des 
sequences nucieotidiques suivantes: 

ATT CCA ATA CAC TAT TGT GCT CCA -3* 

AAA GAA TTC TCC ATG ACT GTT AAA -3' 
25 GGT ATA GTG CAA CAG CAG GAC AAC-3 1 

AGA GGC CCA TTC ATC TAA CTC-3 1 

29. Oligonucleotide selon la revendication 28 caractense 
en ce qu'il peut etre utilise lors d'un processus d'amplification genique 
d'une sequence nucleotidique codant un peptide selon Tune quelconque 
30 des revendications 6 a 22. 
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30. Sequence de nud'otides utiiisable comme sonde, 
caracterisee n ce qu'elle hybride dans des conditions d'hybridation de 
forte stringence avec I'ADN produit par amplification geniqu au moy n 
d'amorces selon I'une quetconque d s r v indications 27 a 29. 

j 31. Composition pour la detection de la presence ou n on 

d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, notamment le retrovirus 
VIH-1 (vau) et/ou VIH-1 (our) dans des echantillons de serum ou d'autres 
liquides ou tissu biologique obtenu a partir de patients suspectes d'etre 
porteurs d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, ladite 

10 composition etant caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une 
sonde obtenue a partir d une sequence nucleotidique issue du genome du 
virus VIH-1 (vau) i particulierement un fragment de I'ADN de VIH-1 (vau) 
contenant la region ou une partie de la region env du virus VIH-1 (vau), d'un 
variant de VIH-1 (vau) tel que defini a I'une quelconque des revendications 

is 23 a 27, et/ou une sonde obtenue a partir d*une sequence nucleotidique 
issue du genome du virus VIH-1 (dur>, I'ADN de VIH-1 (dur) contenant la 
region ou une partie de la region env et une partie de la region GAG du 
virus VIH-1 (our) tel que d6fini la revendication 23 ou 24. 

32. Composition selon la revendication 12, caracterisee en 
20 ce que ladite composition comprend egaiement une sonde obtenue a partir 

d une sequence nucleotidique issue de VIH-1 nappartenant pas au sous- 
groupe 0 et/ou de VIH-2. 

33. Composition pour la detection de la presence ou non 
d un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O t notamment le retrovirus 

25 VIH-1 

(vau) et/ou le retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O <dur) dans 
un 6chantiIlon biologique, ladite composition etant caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins deux sequences nucieotidiques selon I'une 
quelconque des revendications 23 d 27, et au moins deux sequences 
nucieotidiques selon la revendication 23 ou 24 respectivement issues du 
30 genome des virus VIH-1 o/auj et VIH-1 (our>. utilisables en tant qu'amorces 
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^amplification notamment par PCR de I'ADN t/ou de I'ARN de retrovirus 
VIH-1 du sous-groupe O et en particuli r de VIH-1 <vau) t VIH-1 (dur). 

34. Sequence nucl6otidique caract6risee en ce qu'il s'agit 
d'une sequence d'ARN correspondent a une sequence d'ADN selon Tune 

5 quelconque des revendications 23 £ 31 . 

35. Composition pour ia detection in vitro de la presence 
dans un echantillon biologique humain d'anticorps anti-VIH-1<vAU) et anti- 
VIH-1(dur>, ladite composition comprenant au moins un antigdne 
comprenant une proteine, une glycoproteine, un polypeptide ou un peptide 

10 de la proteine denveloppe d un retrovirus VIH-1 <vau> tel que ddfini dans 
Tune quelconque des revendications 1 £ 5 et/ou de la sequence 
comprenant I'enchainement correspondant a Seq ID N° 9 ou Seq ID N°10 
ou Seq ID N° 1 1 , ainsi que toute portion de cette sequence ou variant de 
cette portion susceptible de s'hybrider avec I'ADN ou TARN correspondant 

1 5 du virus VIH-1 (our). 

36. Composition selon la revendication 35, caracterisee en 
ce qu'elle comprend en outre un antigene tel qu'une proteine, une 
glycoproteine, un polypeptide ou un peptide d'un virus VIH-1 n appartenant 
pas au sous-groupe O et/ou d'un virus VIH-2 ou un peptide derive d'un 

20 virus VIH-1 n'appartenant pas au sous-groupe O et/ou d'un virus VIH-2 
ayant un epitope susceptible d'etre reconnu par les anticorps induits par le 
virus VIH-1 n appartenant pas au sous-groupe O et/ou le virus VIH-2. 

37. Composition selon la revendication 36, caracterisee en 
ce que les proteines et/ou glycoproteines de VIH-1 n'appartenant pas au 

25 sous-groupe O et/ou de VIH-2 sont des proteines gag, pol ou des peptides 
de celles-ci. 

38. Composition selon la revendication 37, caracterisee en 
ce que les proteines et/ou glycoproteines de VIH-1 n'appartenant pas au 
sous-groupe O et/ou de VIH-2 sont des glycoproteines d'enveloppe. 
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39. Composition s Ion Tune quelconque des 
r v ndications 35 a 38, caracterisee n ce que ladit composition 
comprend une sequ nee peptidique corr spondant a Tens mble de la 
region 590-620 de la proteine gp41 de VIH-1 <vau) ou un parti d cette 

_5 regionspecifique a-VIH-1<vAU)^ 

40. Composition selon la revendication 20, caracterisee en 
ce que ladite sequence peptidique est la sequence -TFIQN-, CKNRLIC ou 
WGCKNR. 

41. Anticorps susceptible de reconnaitre une proteine, un 
10 peptide ou un polypeptide derive de ladite proteine selon Tune quelconque 

des revendications 1 a 22. 

42. Procede de diagnostic in vitro d'une infection causee 
par le virus VIH-1 <v A u) et/ou par le virus VIH-1(oor), ledit procede 
comprenant : 

15 - la mise en contact d'un serum ou d'un autre milieu 

biologique provenant d'un malade faisant I'objet du diagnostic avec au 
moins une des proteines. glycoproteines d'enveloppe du virus VIH-Vau> 
et/ou VIH-1 (our) ou d'un polypeptide ou d'un peptide issu d une de ces 
proteines ou glycoproteines respectivement selon Tune quelconque des 

20 revendications 1 a 5 et selon Tune quelconque des revendications 6 a 22 
ou une composition selon I'une quelconque des revendications 35 a 38, et 
- la detection d'une reaction immunologique. 

43. Reactif necessaire a la reaction de western blot 
(immunoempreinte) ou d'ELISA comportant une proteine ou glycoproteine 

25 d'enveloppe du virus VIH-1 <vau> et/ou VIH-1 ( our) ou d'un polypeptide ou d'un 
peptide issu d'une de ces proteines ou glycoproteines selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 5 et selon I'une quelconque des 
revendications 6 a 22 ou une composition selon I'une quelconque des 
revendications 35 a 38. 
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44. Utilisation d'une sequence nucleotidique s Ion la 
rev ndication 23 ou 24 pour induire in vivo la synthase d'anttcorps dirig6s 
contra I'antigene code par ladite sequence. 

45. Composition immunogene selon Tune quelconque des 
5 revendications 35 £ 38, capable d'induire des anticorps chez ranimal. 

46. Trousse (kit) de diagnostic pour la detection in vitro sur 
un echantillon biologique, d'une infection par un retrovirus VIH-1 du sous- 
groupe O, par exemple d'un retrovirus VIH-1 <vau>. et/ou VIH-1 ^r, 
caracterisee en ce qu'elle comprend : 

io - des amorces selon Tune quelconque des revendications 27 

£ 29 pour ('amplification g6nique d'un retrovirus VIH-1 du sous-groupe O t 
- des reactifs necessaires a la reaction d'amplrfication 

genique. 

47. Trousse de detection in vitro , sur un 6chantillon 
is biologique, d'un retrovirus VIH-1 du sous-groupe O, caracterisee en ce 

qu'elle comprend comme sonde eventuellement marquee, au moins une 
sequence nucleotidique selon Tune des revendications 23 £ 29 et 34 ou 
une composition selon Tune des revendications 31, 32 ou 33, et 
eventuellement une autre sonde nucleotidique selon Tune quelconque des 
20 revendications 23 a 29 ou composition selon Tune quelconque des 
revendications 31, 32 ou 33, eventuellement immobilisee sur un support 
solide. 

48. Trousse selon la revendication 28 f caracterise en ce 
qu'elle comprend egalement les reactifs necessaires a la mise en oeuvre 

25 d'une hybridation. 

49. Proc6de de detection et de discrimination dans un 
echantillon biologique entre des anticorps caracteristiques d'un retrovirus 
VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et des anticorps caracteristiques d'un 
retrovirus VIH-1 sous-groupe M caracterise par la mise en contact de cet 

30 echantillon biologique avec un peptide choisi parmi les peptides (1), (2), 
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(3), (4), (5bis), (5t r) de la r vendication 8 le peptide (9) de la 
r vendication 10 t le peptide (10) de la rev ndication 1 1 

50. Precede de det ction t d discrimination dans un 
echantillon biologique entre des anticorps caracteristiques d un retrovirus 

_ 5 viH-1-groupe-(ou-sciis^roupe)_0_et_des_artico^ 

retrovirus VIH-1 sous-groupe M caracterise par la mise en contact de cet 
echantillon biologique avec un peptide issu de Tun des virus VIH-1 sous- 
groupe M pris en consideration dans les figures 8 et 9 et hornotogue d un 
peptide choisi parmi ceux de la revendication 49, la sequence de ce 

10 peptide homologue resultant des aiignements verticaux de ses propres 
acides amines successifs, eux-memes contenus dans la sequence 
peptidique pertinente relative au virus VIH-1 sous-groupe M correspondant 
et representee dans la figure 8 ou 9 avec les acides amines successifs de 
la sequence du peptide choisi, telle qu'elle decoule aussi de la figure 8 ou 

15 9. 

51. Procede de detection et de discrimination entre 
infection par un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et du type 
VIH-1 sous-groupe M caracterise par la mise en contact de serums issus 
des personnes soumises a un test de diagnostic de SIDA, avec le peptide 

20 RILAVERY. 

52. Procede de detection d'infection due soit a un 
retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, soit VIH-1 sous-groupe M, 
caracterise par I'utiiisation de melanges de deux categories de peptides, 
ceux de la premiere categorie correspondant a ceux identifies dans la 

25 revendication 49. 

53. Procede de discrimination entre une infection due a un 
retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR ou variant, et une 
infection due a un autre type de retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) 
0, caracterise par la mise en contact de I'echantillon biologique etudie 

30 avec l'un quelconque des peptides suivants : 
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- peptide (11) de la r vendication 38, peptide (12) de la 
revendication 39 ou peptide (13) de la r v ndication 40, 

- peptide (14) ou peptide (15) de la revendication 41 ou 

- peptides (17), (18), (19) et (20) de la revendication 44. 

s 54. Vecleur contenant un acide nucieique dont la 

sequence nucleotidique correspond d Tune quelconque des sequences 
des revendications 23 £ 30. 

55. Vecteur selon la revendication 57, caractdrise en ce 

que c'est un plasmide. 
io 56. ^Plasmide choisi parmi ceux qui ont 6te deposes d la 

CNCM le 24 Fevrier 1995 sous les r6f6rences 1-1548, M549 et 1-1550. 

57. Cellule contenant un acide nucieique dont la sequence 

nucleotidique correspond & Tune quelconque des s6quences des 

revendications 54 ou 55. 
15 58. Virus depos6 le 23 Fevrier 1995 d la CNCM sous la 

reference 1-1 542. 

59. Virus de meme type ou sous type que le virus de la 
revendication 58 caracterise en ce que des peptides consensus de ce 
virus sont reconnus par des anticorps reconnaissant specifiquement un 

20 peptide selon Tune quelconque des revendications 6 & 22. 

60. Trousse de detection in vitro d'anticorps contre HIV, 
contenant au moins un peptide selon Tune quelconque des revendications 
6 a 22. 

61. Trousse selon la revendication 60, contenant en outre 
25 au moins un peptide consensus deriv6 d'une autre souche HIV 

comprenant: 

soit une sequence d'acides amines distincte de la sequence 
de ce peptide dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont substitute 
par d'autres acides amines sous reserve que le peptide conserve sa 
30 reactivit f av c un antiserum contre le peptide consensus, 
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soit une sequence d'acid s amines dans laquelle un ou 
plusieurs acides amines ont ete supprimes ou ajoutes sous r 'serv qu le 
polypeptide ou le peptide conserve sa reactivtte avec un antiserum contr 
le peptide consensus. 

5 _62 Trousse selon la revendication-60 ou 61— caracterisee 

en ce que I'autre souche HIV est une souche HIV-LAI. 

63. Precede de discrimination errtre une infection par un 
retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et un retrovirus VIH-1 sous- 
groupe M mettant en oeuvre une serine protease dont Taction de clivage 

10 s'effectue au niveau d'un dipeptide SR et comprenant la detection d'un 
clivage ou d'un non-ciivage de la boucle V3 de la gp 120 du retrovirus 
selon que ce retrovirus est un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O 
ou un retrovirus VIH-1 sous-groupe M. 

64. Lysat viral tel qu'il est obtenu par lyse des cellules 
15 infectees par un virus selon la revendication 58 ou 59 ou par un virus VIH- 

1(VAO)- 

65. Extrait proteique de souche VIH-1 O <dur> contenant 
notamment un peptide antigenique selon Tune quelconque des 
revendications 6 a 22, ou de souche VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O <vau) 

20 contenant notamment un peptide antigenique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 5. 

66. Souche bacterienne deposee a la CNCM le 20 octobre 
1994 sous le numero d'accession 1-1486. 

67. Composition pour la detection et la discrimination dans 
25 un echantillon biologique entre un retrovirus VIH-1 sous-groupe M et un 

retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) 0, comprenant un melange de 
deux categories de peptides, la premiere etant ceux identifies dans la 
revendication 49. 
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68. P ptid seion la revendication 8, caracterise en ce qu'il 
consist n un peptid dont ia sequence en acides amines st contenu , 
soit dans I'un des sequences suivantes : 

IGGHQGALQ (23) 
5 REPTGSDI (24) 

soit dans une sequence immulogiquement semblabie 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
consecutifs de Tune desdites sequences. 

69. Peptide selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il 
10 consiste en un peptide dont la sequence en acides amines est contenue, 

dans la sequence d'acide amines suivante : 
INDEAADWD (25) 

soit dans une sequence immulogiquement semblabie 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
is consecutifs de iadite sequence. 

70. Acide nucleique codant les peptides des 
revendications 68 et 69. 

71. Composition comprenant au moins un acide nucleique 
selon la revendication 70. 

20 72. Utilisation d'au moins un acide nucleique selon les 

revendications 70 et 71 pour la detection et la discrimination entre des 
souches VIH-1 groupe M et HIV-1 groupe O. 
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la oocumenuuon mimmale dim la mesure ou ccs documents relevem des domaincs fur letquels ipontU recherche 



Base dt donnecs Clectroraque consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnecs, ct o ccU est realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric * identification des documents cites, avee, le cas echeant, Undicanon des passages pertinents 



no. des revendicaoons visees 



p.x 



VIROLOGY, _w 
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voir le document en entier 

EP.A.O 290 893 (GENETICS SYSTEMS 
CORPORATION) 17 Novembre 1988 
voir le document en entier 
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voir le document en entier 
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voir le document en entier 
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voir le document en entier 
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Cadre I Observations - torsqu'iJ a ete estsmc que certain es revcndicati ns ne pouvaiem pas faire I'objet d une recherche 
(suite du point 1 de La premiere feuille) 



Ccrnformernem a I'articte i7.2)a), ccruines revendieauons n'ont pas fail I'objet d une recherche pour lex motifs swvanu: 

1. | X [ Lei revendieauons n 01 44 

se ripportem a un objet a i'egard duquel tadrfiintstraubn n est pas tenue de prooeder i la recherche, a savoir: 

Remarque: Blen que la revendlcatlon 44 concerne une raethode de traltement 
du corps huma1n/an1raal , la recherche a ete effectuee et basee 
sur les effets Imputes au prodult (a la composition). 

2. I I Les revendieauons n °* 

se rapportem a des parties de la demande lnternauonaie qui ne remplissent pas suffuamment les conditions prescntes pour 
qu une recherche sigrjificauve puisze etre effectuee, en particuiicr: 



3. I Les revendieauons n 01 . 

sont des revendieauons dependantes et ne sont pas redigees conforrnemem aux disposiuons de la dcuxieme et de la 
u o isicm e phrases de is regie 6-4.a) 



Cadre II Observations • iorsqu'il y a absence d'unite de ('invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'adrairustrauon char gee de la recherche Internationale a trouve plusieurs tnvenuons dans la demande Internationale, a savoir: 



□ 



Comme toutes les taxes additionneiles ont ete payees dans les delais par le deposanu ie present rapport de recherche 
Internationale port* sur toutes les revendieauons pouvant faire I objet d une recherche. 



Comme toutes les recherches portant sur les revendieauons qui s y preuuent om pu etre effectuees sans effort pa/uculter 
rusufiajit une uuce addiuonnelle, radmirustrauon n a so Ilia te le paiement d aucune taxe de cette nature. 



□ 



Comme une pax tie seulement des taxes addiuonnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant. le present 
rapport de recherche lnternauonaie ne porte que sur les revendieauons pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendieauons n°*: 



□ 



Aucune taxe addiuonnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rappori 
de recherche lnternauonaie ne porte que sur linvenuon menuonnee en premier lieu dans les revendieauons; elle est 
couvertes par les revendieauons n*: 



quant a la reserve 



[ j Les taxes addiuonnelles etaicnt accornpagnees d une reserve de la part au deoosant 
| | Le paiement des taxes addiuonnelles n ctait ass or u d aucune reserve. 
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